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A la présidente de thèse, 
 
Madame le Professeur Bettina COUDERC 




Pour m’avoir fait l’honneur d’accepter la présidence de mon jury de thèse, veuillez accepter 
mes respectueux hommages. 
 
Au jury de thèse, 
 
Madame le Docteur Séverine BOULLIER, 
Maître de conférences à l'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
Immunologie générale et médicale 
 
Pour m'avoir proposé ce sujet, pour votre soutien et vos précieux conseils dans la réalisation 
de ce travail, veuillez accepter mes sincères remerciements. 
 
Madame le Docteur Isabelle RAYMOND LETRON, 
Maître de conférences à l’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
Anatomie Pathologique 
 
Pour votre aide dans l’élaboration et la lecture des coupes histologiques, pour m’avoir fait 












A ma famille, 
 
 
A ma Maman, 
Pour cette force immense qui émane de toi, pour ta sagesse, pour ta sérénité, pour ton 
optimisme. Pour ta vision du monde, pour ce que tu nous as donné chaque jour, pour cet 
instinct maternel, cet amour hors norme. Pour ta patience, ton soutien, pour ton réconfort, ton 
écoute. Pour le champagne, les apéritifs dinatoires, pour « mais j'ai l'appareil en mains je te 
dis ! », pour « temponado la vitra ». Pour ce regard que tu portes sur nous, plein d'amour et de 
fierté. Parce qu'il y a des choses que tu as gardées pour toi, pour mieux nous protéger. Parce 
que tu nous as permis de grandir, parce que tu nous as laissés vivre nos passions, parce que tu 
nous as toujours accompagnés et soutenus, parce que tu ne nous as jamais jugés. Parce que 
j'admire la femme et la maman que tu es. Je t'aime de tout mon cœur. 
 
A mon Papa, 
Pour ton soutien, tes conseils, ta confiance. Pour nos caractères forts, qui nous rapprochent et 
nous éloignent parfois. Pour « y'a plein de terre et de fumier là dessous », pour « et on dirait 
que les fourmis sortent de ton ventre et que tu les remanges », pour les « vitesses en corde », 
pour les « queue haute, queue basse ou couettes ? », pour « Pierre, on joue à Mongeois Saint 
Denis ? », pour « Monsieur Pressé, Monsieur Maladroit, Monsieur Tatillon … », pour le 
« bouvieur », pour la Grande Vadrouille, pour Les Visiteurs … et j'en passe … pour 
l'imagination et l'amour que tu mettais à jouer avec nous. Pour cette façon que tu as eue de 
nous ouvrir au monde, pour ton esprit critique, pour ton indépendance, ton immense liberté. 
Pour ton intelligence, pour ton humour, pour les regards que tu portes sur nous dans lesquels 
je lis que tu nous aimes au delà de tout. Parce que je suis si fière de toi, parce que je t'aime, 
parce que tu es mon Papa. 
 
A vous deux, mes parents, 
A ce couple que vous formez, à cette famille que vous avez su construire, à ce cocon que vous 
nous avez offert et au sein duquel vous nous avez aidés à grandir. Parce que vous nous avez 
permis de faire des études, et vous nous avez soutenus dans nos choix. A votre amour, à 






A mon frère Pierre, 
Parce ce que tu es mon Pedro. Pour ton caractère, ton humour, ton immense gentillesse, ton 
intelligence. Pour tout ce que nous avons vécu ensemble : pour les playmobils, pour Rio 
Bravo, pour Jurassic Park, pour les « on joue à la maîtresse », pour les « on joue au coiffeur », 
pour John et Johnny, pour les grands ménages de la cochonière, pour la barricade, pour 
« Faramir, il cuisine ! » … et plus récemment, pour les apéros, les fiestas toulousaines, … 
Parce que tu es mon frère, que tu mérites de vivre le meilleur et de réussir tout ce que tu 
entreprends. Parce que je suis excessivement fière de toi et qu’il n’est rien que je ne sois pas 
capable de faire pour toi. Je t'aime mon frère. 
 
A ma Tatie Michèle, 
Mimi, je n'oublierai jamais que venir vivre à Toulouse m'a permis d'apprendre à te connaître. 
A tous ces moments que nous avons partagés ensemble, aux soirées flamenco, aux apéros à 
Roques, aux dîners et aux repas du midi, à nos discussions. A cette façon que tu as de réunir 
la famille autour de toi, à ta vision de la vie. A ta vie, justement, tournée vers les autres, à ta 
générosité, ton organisation, ta gentillesse, ton soutien, ton amour pour les voyages. A tout ce 
que tu m'as apporté ces cinq dernières années, à toutes les fois où sans le savoir, tu étais ma 
bouffée d'oxygène. A ce lien qui nous unit, parce que nous nous ressemblons. A toi 
désormais, si jeune dans ta tête, prends soin de toi, fais tes valises et montes dans l’avion 
direction un pays chaud ! Merci d'être là, je t'aime. 
 
A mon cousin Benoît, 
Grand cousin, à ton parcours, à ta force, à ton humour. A cette philosophie de vie que tu as 
développée et qui, je crois, te guide désormais. A cette complicité qui est née entre nous 
depuis cinq ans, à toutes les fois où tu m'as gentiment accueillie chez toi. A tes envies d'Asie, 
à ton futur voyage ! Et à tous les moments qu'il nous reste à partager, parce qu'il y en aura : 











A ma Grand – Maman, 
A ton caractère, aux épreuves que tu as surmontées. A tout ce que tu sais, à ton intelligence et 
ta façon de prendre des décisions. A ton don pour la cuisine : les tartes aux pommes, les tartes 
à la rhubarbe, les bouchées à la reine, les kouglofs, les confitures, les pâtes de fruits, les petits 
gâteaux de Noël, les rôtis de veau, les gigots d'agneau. A ta façon de cuisiner le chou rouge, à 
ta technique pour réussir la pâte brisée, à ta façon de sublimer les restes … la liste est 
interminable. A toutes ses discussions que nous avons partagées ces dernières années, à ton 
expérience que tu sais si bien nous raconter. A ton soutien. Merci d'avoir été là pour moi. 
 
A Louis, 
Comment ne pas commencer par « à l'Ariège », « à La Bastide » ? A ta gentillesse, à tes jeux 
de mots, à toutes les fois où tu m'as accueillie si gentiment. Parce qu'à chaque fois que tu 
entends, vois ou lis quelque chose en rapport de près ou de loin avec nous, tu le retiens et tu 
nous le dis, parce que tu penses à nous. Incontestablement, tu es le roi des crêpes ! Merci du 
fond du cœur pour tous ces moments. 
 
A Jean-Marc, 
Je suis heureuse que nous ayons appris à nous connaître au cours de ces cinq ans. A ta 
générosité, à tout ce que tu fais et apportes à ceux qui t'entourent, à ta façon de réunir la 
famille, simplement. Merci pour tes coups de pouce. 
 
A Isabelle, 
A ta générosité et ta vie donnée aux autres, à ta façon de toujours penser à la famille, à tes 
coups de fil pour les anniversaires : merci !  
 
A Marinette et Alain, 
A Benagues où vous nous accueilliez si gentiment, au foie gras, aux pâtissons, aux éclairs au 
café, aux sangliers et aux tomates du jardin. Merci. 
 
A Antoine et Rosette, 
Savourez ce qui vous attend dans votre belle maison à Verniolle, je me souviens de votre 
crémaillère à Toulon, une réunion de famille autour de vous, un beau moment, si précieux en 





A Diego et Mila, 
A cette fois où vous nous avez fait découvrir Tolède, à l'humour de Diego, à votre amour pour 
Gabriel. La distance limite les moments partagés avec vous mais ce sera toujours la famille. 
Prenez soin de vous. 
 
A ma Mamie, 
Je n'oublie pas les moments passés à La Gloriette, je n'oublie pas comme tu étais heureuse de 
nous voir. Je me souviens des chocolatines, de tes gratins de farfales, des Corn Flakes que tu 
achetais pour nous. Je me souviens des promenades au bord de l'Ariège, de ton tour des 
commerçants de Pamiers … Je me souviens des réunions de familles dans ton petit salon, 
c'était mon enfance, l'âge d'or. Tu es ma mamie, je ne t'oublie pas et je crois que tu aurais été 
heureuse de voir tes petits enfants aujourd'hui. 
 
A mon Pépé, 
Pour tout le monde merveilleux que tu avais créé pour nous à Blancherupt, pour les tours en 
petit tracteur, pour le jour où tu m'as appris à bêcher et où nous avons planté de la mâche tous 
les deux, pour ce jour où je t'ai accompagné au marché et que nous avons croisé un chevreuil 
sur la route, pour les fromages de chèvre frais dégustés avec de la ciboulette du jardin, pour 
les placards pleins de petits gâteaux alsaciens à Noël, pour les maisons aux oiseaux, pour les 
escargots dédicacés, pour le ramassage des pommes et le jus de pomme qui suivait, pour la 
salamandre de la cave… la liste est longue. Parce que je n'oublie pas ton goût pour la vie, 
















A mes amis, 
 
 
A Vincent,  
A l'immense fierté que j'ai pour toi, à tout ce que tu as surmonté et surmontera encore, à ton 
talent immense, ta sensibilité, ta fragilité et ta force, ton intelligence, ton humour. A tout ce 
que tu exprimes désormais, à tout ce chemin parcouru, à la vie qui t'attend, à tout ce que tu 
apportes aux gens que tu aimes. A ton année à San Francisco qui ne nous a jamais éloignés, à 
ce lien entre nous, à ce besoin de se parler, de se voir. A notre amitié, à ton soutien, à ton 
écoute, à ta façon de m'aider, de me conseiller. A toutes nos soirées confidences, à ces choses 
que nous savons l'un sur l'autre et que personne d'autre ne sait, à ta capacité à me faire 
exprimer mes sentiments les plus cachés. A nos fous rires, à nos voyages, à nos apéros, à nos 
marathons de la fête, à ton tablier « seins nus », à nos révisions du bac, à la forêt noire, à nos 
gâteaux pas cuits, au soleil d'Oléron, à ces midis où l'on mangeait ensemble pendant mes 
années de prépa : tu étais ma force pour affronter la suite de la journée. Merci Vincent, tu es 
l'une de mes plus belles rencontres, te connaître est une richesse. Que rien ne change mais que 
tout avance. Je t'aime. 
 
A Auréanne, 
Je me souviens de notre rencontre, trois jours après la rentrée en sixième, sur le chemin du 
stade Louis Chabrat à Bur(n)es sur Yvette ! Je me souviens comme nous nous sommes de 
suite entendues, le soir même je venais te voir à vélo, Placette de la Garrigue ! Je découvrais 
alors une grande famille, pleine de vie ! Comment résumer 13 ans d'amitié ? A nos fous rires 
de jeunesse : Monique, la fausse racaille à lunettes, les cours de latin, Mme Thiennot, la 
taupe, la moche araignée, l'éléphant (projet farfelu numéro 1), le mobile (projet farfelu 
numéro 2), le masque (projet farfelu numéro 3), le nain péteur, les après-midi « cuisine », les 
ratages culinaires surtout, les grimaces du fond de la classe, Mme Gauzdoue, l'heure de 
permanence obligatoire, Gianni, Les fous rires dans l'ascenseur avec mon pied dans le plâtre 
... A ces moments plus sérieux : « être une jeune fille aujourd'hui », nos échanges de lettres 
l'été, tous ces moments d'adolescentes partagés avec toi. A notre amitié maintenant, à la 
femme que tu es devenue, à nos fous rires qui n'ont pas changé, à nos discussions. A tout ce 
que tu as pu m'apporter, à tout ce que nous avons partagé, à tout ce que je te dois aujourd'hui ! 
Parce que tu m'as fait découvrir ton univers, ta famille, ta façon de vivre, ta philosophie, ta 
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force et ta soif de vivre. Pour tout ça, pour tout ce qu'il nous reste encore à vivre ensemble, 
merci Auréanne, je t'aime fort.   
 
A Tifenn, 
Je n'oublie pas la jeune Tifenn : ton rire, ta maison complètement dingue, ton talent artistique, 
ton don pour le piano, tes couleurs, ta joie de vivre ! Je retrouve tout ça chez la femme que tu 
es devenue et je suis admirative du chemin que tu as choisi. Merci pour cette sérénité et cet 
apaisement que tu apportes à ceux qui t’entourent.  
 
A Lucie, 
Tout a commencé avec les poneys ! Deauville, les concours, les embarquements à 4h du 
matin, l'année des éclopées, les championnats de France, les salades « Petit Navire », l'hymne 
de nos campagnes, les fous rires, les fêtes du Club … A notre amitié qui dure et qui n'a pas 
changé. Je me souviens des heures de discussions sur la petite borne devant chez moi, des 
après-midi « cookies » … Tu m'as fait l'honneur d'être témoin de ton mariage avec Mathieu : 
quel bonheur et quelle fierté pour moi, merci de m'avoir permis de partager ces beaux 
moments. De l'émotion et des rires comme toujours. A tous ces moments partagés avec toi, à 
ta bonne humeur, ton énergie, ta détermination, à nos confidences, à nos chemins de vie 
différents mais qui ne nous éloignent pas. Merci pour tout ma Lucie.  
 
A Delphine, 
A ton soutien lors des championnats, à ton sourire, à ton immense gentillesse, à ta sensibilité à 
ton amour pour Nicolas, à Mickie, à « c'est mou ! », à l'enterrement de vie de jeune fille de 
Lucie, aux kilomètres de tulle du Marché Saint-Pierre, à tes trois kiffs par jour. Merci de 
m'avoir accueillie, merci pour tous ces moments simples partagés avec toi. De tout mon 
coeur, je souhaite que tu t'épanouisses aux côtés de Nicolas au Nigeria. 
 
A Adrien, 
Mon drap-housse ! A ton rire, ta bonne humeur, ton amour pour la fiesta, à tes déhanchés, aux 









A Henri et Alice, 
Merci de m'avoir ouvert les portes de votre famille, merci pour tous ces dimanches levés tôt 
pour les concours, merci pour Lamotte Beuvron, merci pour les deux beaux mariages que j'ai 
eu la chance de vivre à vos côtés. Je pense souvent à vous. 
 
A Pascal et Thérèse-Marie, 
Merci de m'avoir accueillie tant de fois chez vous, à Bures et à Oléron ! Merci pour tous ces 
bons moments vécus autour de vous : les pic-nic aux Saumonards, les 20 ans de Vincent, les 





A toi ma Dadée, parce que souvent, les mots ne sont pas nécessaires pour que l'on se 
comprenne ! Merci pour les fiestas que tu nous as permis de faire chez toi : rue de Marignan, 
à Avizé, à Luxembourg … A ton don pour les cocktails, au Café Marignan, à « tes bars 
fétiches », à « c'est canon », à Vincent Clerc … ah non, pardon à Yachvili, au rugby donc ! A 
tes voyages que tu nous fais partager à ton retour : le Québec, l'Amérique du Sud. Plus 
récemment, à l'Arty Bar, à « j'suis bourrée ! », au poseur de fenêtre (je crois que c'était son 
métier …), à tous ces moments vécus à tes côtés ! Je suis fière de toi, pour ta bonne humeur, 
ta force, ta foi, ce que tu donnes aux autres sans le savoir. A ce qui nous attend, à nos futurs 
apéros, nos futurs fous rires, nos futures confidences. Je t'aime ma Dadée ! 
 
A Clémence, 
A ta sérénité, à nos secrets partagés dans les chambres du foyer, à Saint-Thibault où tu nous 
as accueillies, à nos semaines de révisions, à cette fois où nous avons récupéré un numéro de 
téléphone par le balcon du foyer, aux interminables goûters, aux vendredis soirs veilles de 
D.S. où il fallait faire le ménage dans la chambre et regarder la Star Ac', à nos grogs et nos 
séances DVD du dimanche soir, à Saint-Raphaël, au Jungle Speed, au GR 10, à nos petits 
restos à Toulouse … Merci pour tout le soutien que tu as pu m'apporter. A la belle jeune 
femme que tu es, à ton courage lorsque tu as changé de projet pour tes études et à ton 
épanouissement dans ta nouvelle voie désormais. A ta douceur, ta gentillesse, ta fragilité, ton 






A ton humour, ta joie de vivre. A cette amitié qui est née de ces deux années au foyer : nos 
fous rires, nos larmes, nos confidences, nos secrets partagés, nos projets pour l'avenir, au GR 
52, à ce voyage en Italie, au nouvel an chez toi ! A la SL-Night, à « tu parles trop », à « c'est 
bon, je sais où on est : c'est pas la bonne vallée ! », aux goûters à rallonge dans les chambres, 
à ton prof de physique de Sup, à la langue allemande (une de nos passions communes), à 
Cyril … euh non Loïc … euh c'est quoi son prénom déjà ? A ton don pour la musique et aux 
nombreuses fois où tu m'as émue en chantant accompagnée de ta guitare. A ta nouvelle vie à 
Pau !  
 
A Marie-Thérèse, 
A cette fois où je t'ai croisée un matin dans les couloirs du foyer et que j'ai découvert 
l'imagination de tes cheveux, à « il fume le bedo ! », à nos fous rires, à nos confidences, à ta 
rencontre avec Jean-Denis et à l'amour qui vous lie désormais.  
 
A Solène, 
A ta bonne humeur, tes secrets, ta force. A tes convictions politiques : gardes les ! A ce soir 
où nous avons formé le FC7, à nos fous rires dans la salle télé, à notre voyage en Italie. Merci 
pour tous ces beaux moments, ne changes rien ! 
 
 




Comment ne pas commencer par « à l'eau des doigts de pieds », à nos fous rires, aux TIPE et 
aux hortensias massacrés, à ta bonne humeur, à ta caractère, ton optimisme … Merci pour 
tous ces bons moments ! Avec le recul j’en oublie la routine difficile du quotidien en prépa ! 
Que ta vie soit heureuse ! 
 
A Audrey et Lucie, 
Pour ces deux années de prépa, vécues ensemble. Pour les fous rires, les larmes, les colles, les 
sorties géologie, le concours, les SL Night. Au soutien que nous nous sommes apporté 
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pendant deux ans, aux craquages complets … Au chemin parcouru depuis et à nos choix de 
vie différents. Merci les filles ! 
 
A Ludivine et Emilie, 
A nos confidences dans la queue de la cantine, au Parc Astérix, aux coups de fil tard le soir la 
veille des D.S., à Patatoïde (!!!), aux pieds « péniches » de la prof de Physique, à la bonne 
humeur que vous avez su garder pendant ces deux années à Saint-Louis, aux moments de 
doutes partagés, à votre réussite désormais. Merci les filles ! 
 
 




Je ne veux rien oublier : rien de tout ce que l'on a vécu ensemble pendant ces cinq années ! A 
notre vie de poulottes : à Aragon, à tes ballerines, aux boums, à Zézette, à ton chat sans pieds, 
à tes guppys, à notre déménagement, aux rattrapages, à Pastis, à toutes ces soirées 
confidences, à tous nos fous rires, à toutes nos aventures, au célibat de Katia, à nos 
chargements de voiture au retour des vacances, au Baby Cook... Et la suite : à ce stage aux 
Etats-Unis, à notre voyage en Thaïlande, aux monkeys, aux bébés requins, aux noodles, à tes 
micro-siestes, à nos goûters chez les gays, à nos après-midis shopping, à tes cookies aux 
formes toujours plus improbables, à Maria Rodriguez. A ta vision de la vie, ton énergie, ton 
optimisme. A ton humour, ta joie de vivre, ton charme. A ta force que tu as su me transmettre, 
à ta présence, ton soutien dans les moments difficiles. A ton besoin de voyages, à ton 
ouverture d'esprit, à ton aventure à Tahiti : parce que tout ce que tu fais te ressemble, parce 
que tu as cette soif de vivre. A tout ce que tu m'as apporté ! A notre amitié, à la confiance qu'il 
y a entre nous, à tout ce que je te souhaite pour la suite. A notre prochain voyage, ne change 
rien ma Soài : je t'aime ! 
 
A Mathieu, 
A mes angoisses, mes peurs, mes doutes que tu sais si bien apaiser. A ton soutien sans faille, à 
toutes ces fois où auprès de toi j'ai trouvé ce dont j'avais besoin, ton écoute, ta confiance, ton 
respect. A toutes ces ballades avec Tais partagées avec toi, à ce que tu réussissais à me faire 
dire dans ces moments là, à la bouffé d'oxygène que tu as été. Parce que je ne peux pas te 
cacher grand chose, parce que tu m'as aidée à traverser des moments difficiles, parce que tu as 
 16 
 
toujours eu les bons mots. A combien je suis fière de toi, à la chance que j'ai de te connaître, à 
l'amour que j'ai pour toi, à notre amitié, à ces fois où je n'arrive même pas à « te faire du 
boudin ». A ton humour, tes blagues à deux sesterces, à tes conflits capillaires, à tes cuites 
express, à ta coquillette, à ton torse rasé, à nos soirées lentilles, au Sol de Malaga, à nos 
révisions de partiels de première année devant Roland Garros, à nos échanges de texto, à tes 
exploits en randonnées, au Merial Music Tour, à ta 106, à la compagnie créole, à ton côté 




A notre première cuite ensemble lors de la boum fin d'exams de poulots, à notre incontestable 
domination au Beer-Pong, à TA paire de chaussures, à tes multiples déguisements, au Gang 
des Mayo, au crottin de cheval parsemé, au toit du R.U., au saumon à l'oseille, à « on vient 
voir la morte », au Beaujolais nouveau, à « Can you speak slowly ? », à « You can go ! », à 
« mais ça sent l'égout ! », à Jacquard le gueux, au jaune d'œuf dans le Pousse-Mousse, à nos 
cascades alcooliques, à nos grands écarts, à nos représentations publiques … au Bazar, au 
Connexion … à nos spectacle quoi ! A la fourrière, aux pigeons qui payent des coups, à ton 
talent pour le piano chez un inconnu, aux doigts de pieds boudinés, à l'inconnu de la douche, à 
l'ange argenté, à Robert De Nirgal, au TER/Tramway, à ces fois où sans toi je ne serai pas 
rentrée chez moi, à « y'avait un bibelot », à nos préchauffes, à nos shooters, à nos têtes à 
grimaces, aux prémisses, au whisky-coca que tu aimes tant, au plan B, à « non, ce soir on va 
juste boire un verre », à « Frankie du soir, Francis du matin », à nos agonies, à notre visite de 
Paris et notre covoiturage reporté pour cause de « pneu crevé », à nos FOUS RIRES, à toutes 
ces fois où nous avons pris l'apéro en cuisinant, à nos heures passées aux fourneaux … J'en 
oublie c'est certain ! Mais aussi et surtout, à nos confidences, à tout ce que tu m'as apporté 
pendant ces cinq ans. A notre belle amitié ! Merci pour ton soutien, merci pour toutes ces fois 
où, tu ne le savais pas mais, tu me changeais les idées et me donnais confiance. Merci pour 
ton humour, ta joie de vivre, ton caractère. Merci pour tes conseils, merci de ne m'avoir 
jamais jugée. Merci pour ce que tu es, ne changes rien, tu mérites le meilleur. Je souhaite que 
notre amitié dure, que nous vivions encore de folles soirées … à notre future escapade aux 
Antilles ou ailleurs tant qu'il y a du rhum ! Je t'aime ma Clamboune, fort ! 
 
A Aude, 
A ces brimades vécues ensemble, à ces journées où nous venions à l'école uniquement pour 
manger au R.U. et jouer au tarot sur la terrasse du Cercle, à tous ces fous rires partagés à 
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Aragon, à Powéo, à Kikiou, aux révisions de A2 (ah mince, il nous reste toute la virologie 
…), à Yves, à ce week-end chez toi à Bordeaux, à ce matin où vous êtes venues récupérer 
« mes habits » à l'hôpital, à ton amour pour Guillaume … Parce que tu n'aimes ni les yaourts 
« à morceaux », ni les boissons « à bulles ». Merci pour ton soutien, ta compréhension, ton 
écoute, merci de m'avoir parfois sorti la tête de l'eau ! Parce que notre amitié est restée solide, 
parce que je te souhaite le meilleur pour la suite et que je suis heureuse de te connaître ! 
 
A Bastien, 
A toutes ces fois où tu as amené ta jumelle en soirée, à ta perruque blonde, à ta perruque 
N.B.A., à ta perruque de fête du village de Verfeuil sur Seye, à ta valse lors du bal de la même 
fête de village, au football, aux footings, aux randonnées, au Pastis, aux apéros, au cagibis, 
aux tripoux, à l'Aveyron, à Saint Sernin sur Rance, à « éponger c'est tricher », à Jean Claude 
Disco Mobile, à ton lapereau de 6 semaines (ah bon, on dit un laperal ?), aux tagliatelles, à 
« c'est du même acabit ». A tout le bonheur que je te souhaite pour la suite ! Merci pour ces 
cinq années avec toi, à nos futures retrouvailles totalement indécentes ! 
 
A Alexis, 
A toi Alex, à ta gentillesse et ton écoute, à ton humour et ton intelligence, à Kaamelott, au 
nouvel an passé chez toi dans le Queyras, à toutes ses tournées de Jagerbomb, aux bouteilles 
de whisky du Bazar … merci de nous avoir fait découvrir ce lieu hautement culturel ! A notre 
année de A4 dans le même groupe : aux petits-déjeuners au Lardenne Bar, aux réveils 
difficiles les lendemains de fête, à Port Aventura où nous avons courageusement fait TOUS 
les manèges, à toutes ces soirées et à celles à venir ! A notre esprit gamin, notre vocabulaire 
sous la ceinture, nos discussions hautement politico-philosophiques, à tes convictions 
politiques (ne changes pas !) ! Merci Alex, de m'avoir permis de devenir ton amie ! 
 
A Clément,  
Au Ch'Nord, à ton humour et ta force, à tes déguisements de boums, à Cadaquès, à ton amour 
pour Laure, à ta nouvelle vie en Meurthe et Moselle ! A ton duo avec Olive, à vos kebabs 
nocturnes, à cette fois où tu dormais sur le capot de la voiture bien emmitouflé dans ton duvet, 
à ton « torse râpe cantal », à la chasse à l'ours, à cette bataille de pâtes pendant les WEIEL et 
aux spaghettis collés sur les chambranles, à ton amour pour le ménage, aux couscous et aux 








Mon Doudou ! A ta gentillesse, ton amitié fidèle, ton humour, ton soutien … à tes fesses 
indépendantes, aux soirées « filles-salades toutes nues » auxquelles tu as participé, aux 
préchauffes dans ton appartement, à Archambal, à ton talent pour l'autographe, à tes blagues : 
aux corn flakes dans les duvets, au roquefort dans les poches, aux serviettes nouées, aux œufs 
dans les poches des blouses de dissection, aux piles de l'horloge de la cuisine du bloc cachées 
dans le congélateur, aux poignées de placard retirées et cachées, à l'appartement d'Olive 
revisité … à ces soirées où nous avons partagé nos secrets, je sais que je peux compter sur toi, 
merci mon Doudou ! 
 
A Olive, 
Aux nombrils, à ton exploit au rugby lors des inter-agros, à « y'a la voiture à Lafuma », à 
« j’suis de garde », à Gatsby, à ton amour pour Alison, à ton duo avec Clément, à cette fois où 
tu mettais les warning à chaque rond-point, à la patte de brebis que tu as jetée, à ta voiture 
customisée à la mayonnaise, « et viens là que je t'em----brasse ! », à la chenille  … Merci 
Olive pour ton humour, tes étourderies (les clefs laissées à l'extérieur), ta gentillesse. On se 
reverra, le plus souvent possible pour continuer nos bêtises ! 
 
A Thibaut, 
A ton amour pour Camille, à la belle carrière qui t'attend, à ta réussite, à ton talent culinaire, à 




A ton talent pour les gâteaux au chocolat multi-usages, à « Vous avez vu mon duvet ? Oui 
Oui t'inquiètes, il est dans le coffre ! », à « Hein ?! Non … ??!! En cristal ?! », à ta bonne 
humeur, ton sourire, tes petites gaffes. A ce road trip californien !  
 
A Pauline, 
A cette fois où tu avais enfermé tes clefs dans ta voiture et que nous l'avons cherché partout à 
la forêt de Boucone, au sport, au Lac Bleu, à ces traversées de Toulouse à vélos pour aller à 







A ton calme, ta sérénité, ta gentillesse, ton sourire, ton intelligence, à la brique que tu as reçu 
sur la tête ... Merci d'avoir apporté un peu de raison à la famille !  
 
A Laure, 
A ta bonne humeur et ta gentillesse, à Jean Claude Disco Mobile, à ton couple avec Clément. 
Je te souhaite le meilleur pour la suite ! 
 
A Pauline D., 
A la première année où ce n’était pas vraiment ça entre nous … mais à ce que nous avons su 
nous dire depuis, à ta franchise, ta bonne humeur, à Tabata la tortue ! 
 
A Annabelle, 
A ton accent mauricien, à tes rhums arrangés, à ces folles soirées, à ton rire, ta joie de vivre. 
Et bien sûr à Francis et Shéhérazade … 
 
A Charles, 
A Aurélix, à notre binôme de A5 glandeurs !  
 
A la promo Denaud, 
A notre Romain Muhlach-Chen national, à Clément Leroy, à Julien Cheylan, à Arnold et Lili, 
à Alexia, à Virginie, à Loïc, à Maxime, à Hugues et Léa, à Agnès, à Franck et Paul, à Katy, à 
Carole. Aux égyptiens tout petits vu d'ici, à Décalé Gwada, à « Parle à ma main », à notre 
WEP et à tous ceux à venir, à Francis Moildar de notre promo, à Amada ! 
 
A mes poulots, 
 
A mon Pupuj, 
A la tête de poney, à tes cocktails, aux boums, aux apéros à la coloc', à notre week-end à 
Perpignan, aux gravillons que tu as malencontreusement retrouvés incrustés dans ta main un 
lendemain de Gala, à « allez Marion, on sort ce soir ! », à « allez Pupuj, on sort ce soir ! », à 






A Coco, à Julie, à Juliette, à Pierre, à Mr Hugnet, à Mr La Chatte, à Mr Lemaître, 







Au Foyer de l'avenue Vavin, 
Pour les repas du soir, les goûters du week-end, pour la salle télé, pour tous ces instants 
partagés pendant deux ans. A l'ambiance qui y règne, aux fous rires, aux larmes, aux crises de 
nerfs … FC7 quoi ! 
 
Au GR 52, 
A notre organisation, nos rencontres, aux ronfleurs des refuges, aux pansements contre les 
ampoules, aux baignades dans la Vallée des Merveilles, aux apéros dans les refuges, à 
« Buvons un coup », à « vous nous chantez une petite aubade ? », à nos sacs lourds de 13 
kilos, à notre unique bain et à la couleur de l'eau, aux marmottes, aux chamois, à notre arrivée 
à Menton, à tout ce que nous avons partagé en marchant ! 
 
Au cercle et à son bar,  
A cette bière qui coule à flots, à la réconcil', à la boum mauvais goût (je salue mes malléoles 
au passage !), à la boum rurale, à la salle sono, au WEIET, aux boumettes sauvages. 
 
A la Résidence Aragon, 
A tous les retardataires qui n'ont pas eu de logement à l'école et qui s'y sont retrouvés, au 
parking plutôt carrément glauque, à l'ascenseur en panne, aux salades toutes nues, à la 
gérante, aux matelas en mousse, aux appartements avec un angle mort, aux parties de « trou 
du cul » la veille des partiels, au « Tour d'Aragon », au vol de jeu vidéo, au piratage de 
caleçons « tout hibouriffé » et « jusqu'hibou de la nuit », aux préchauffes aragonaises … à 







Elles font des vétos toulousains une grande famille !  
 
Au Bloc, 
A la crémaillère, à toutes ces fiestas, à tous ces dîners, à tous ces apéros, aux repas de Noël de 
la famille, à tous les moments vécus dans cette maison, au réconfort que j'y ai toujours trouvé, 
aux fous rires partagés … à cette coloc et surtout à ces cinq habitants ! 
 
A Soulac,  
A ce camping où nous avons troublé la tranquillité du sommeil des voisins et particulièrement 
du phacochère ! 
 
A la Feria de Nîmes,  
A Nicolas Palau, aux apéros en pleine ville, au type qui joue du saxophone devant le même 
bar tous les ans ! 
 
Aux Pyrénées et aux randonnées du dimanche, 
A la brèche de Rolland, au Pic du Montaigu, au Pid du Midi, au Lac Bleu … bouffée 
d'oxygène et retour à une vie saine après quelques petits excès … 
 
A Knoxville,  
Je n'y reviendrai probablement pas, mais je me souviendrai longtemps de ces six semaines : à 
Stephen, Randal, Linda et l'autre frère cossu, au wedding time, au pizza song, à la piscine, à 
nos vélos, à la randonnée dans les Smoky Mountains,  à l'inondation … à Patoche et sa 
fraternité, à Jésus … euh non pardon, à John, à Ryan le gros, à Bobby, à Max, à la push-in, au 












A Fredo Mercure, 
Au rocher sur lequel tu es monté, aux kilomètres parcourus avec toi, au dentifrice, aux tonnes 
de pain de mie entassées sur la plage arrière, à ton coffre si grand qui a accueilli nos petites 
valises ! 
 
A l'Operation George, 
Je ne sais toujours pas ce que sais, mais j'ai adoré ! 
 
Au Bazar, 
A Morad, Paddy, Max, Raph, Loran, Nidhal et Fred … le Bazar quoi ! A tout ce qu'ils savent 
sur nous, que nous ignorons nous mêmes, aux shooters de vodka caramel ! 
 
A la Thaïlande, 
Dommage que je n'aime pas revenir deux fois au même endroit … à la Full Moon Party, aux 
Monkeys, aux khlongs, au cheval à vapeur, à la turista … euh non pardon, aux effets 
secondaires de la Malarone !  
 
A Oléron, 
A Domino, au Moulin, à Pinoche, à Rico et Polo, aux folles épopées à vélo, au marché de La 
Brée, au Pineau, au soleil, aux siestes sur la plage les lendemains de soirées, aux fêtes qui 
finissent le lendemain à 17h, au Commerce, à Pue des Pieds, au gros Henry, à Boyardville et 
ses piscines, aux apéros, aux vacances, aux milles confidences partagées là-bas ... 
 
Au Kazakhstan,  
Mon pays d'adoption. 
 
Au TER, 
Nous l’avons parfois confondu avec le tramway, il nous a vu dans des situations pas toujours 
avantageuses ! 
 
A Nanard,  cet incorrigible fêtard !  
 
A Jacquouille la Fripouille, il n'a malheureusement pas pu être présent aujourd'hui, à « ça 
sent le fromage dans cette église », à « un sarazin ! », à « j'ai le compte de la chariotte, elle est 
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à ma main », à « allez l'eau ! », à Godefroy le Hardi, à Jacques-Henri Jacquart, au cousin 
Hubert, à Ginette Barclay née à Rungis, à Dame Béatrice la pouffiasse, à cette bague qui 
flamboie, à la dentelette de Sainte Rolande ... 
 
A Katia, à Thérèse, à Monsieur Preskovic, aux Doubitchous de Sophia, à ce fromage qui 
coince, à « je dis merde à l'amour », à cette chose longue et molle, à « je pourrais 
m'introduire », à Zézette (double dédicace !), à « y'a une deuxième couche à l'intérieur » … 
 
A Dédé, le cochon de la Française des Jeux. 
 
A Perseval et Karadoc, à Yvin et Gauvin, à Guenièvre … au roi Arthur, bon courage dans ta 
quête du graal ! 
 
A Titine 1.0, remplacée il y a 2 ans par Titine 2.0. 
 
A Mossieur Mouki, à ton succès à la Réconcil'. 
 
A Atchoum, à ton cerveau, ton air idiot, tes micros siestes, tes bijoux de famille, je me 
souviens avoir travaillé alors que tu dormais sur mes genoux : vieux veinard ! Que tu puisses 
profiter de ta condition de chat encore longtemps ! 
 
A Maurice, le chat rétrognathe, avec une dent en moins, qui louche … et qui « chasse » les 
mouches, arrête de sauter par la fenêtre ! 
 
A Tais, parce que tu es liée à Mathieu et que de tes balades sont nés des moments partagés 
avec lui, des confidences et des fous rires. Arrête de chouiner quand il y a de l'orage ! 
 
A Bibou, le chat râleur …  
 
A Grozette, à tes fugues « foutu youyou d'am » ! 
 
A Etna, grosse doudou va ! 
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 La bactérie Staphylococcus aureus est une bactérie de la flore commensale des 
mammifères. Elle est, par ailleurs, connue pour son caractère pathogène : elle est en effet 
responsable de nombreuses infections allant de simples infections cutanées à des endocardites 
voire des septicémies. Cette bactérie a fait l'objet de nombreuses études afin de connaître ses 
facteurs de virulence et ses capacités à développer des résistances aux traitements 
antibactériens utilisés actuellement. 
 
 Dans l'industrie laitière ovine, la bactérie Staphylococcus aureus est responsable de 
nombreuses mammites. Ces inflammations de la mamelle constituent une pathologie majeure 
et sont à l'origine de lourdes pertes économiques liées à la baisse de la quantité et de la qualité 
du lait produit. Il apparaît évident que la connaissance précise de l'interaction entre la bactérie 
et le tissu mammaire peut permettre de lutter plus efficacement contre ces infections. 
 
 Face aux difficultés techniques et financières que représentent de telles études chez la 
brebis, un modèle d'étude expérimental a été établi chez la souris. Il permet d'étudier les 
conséquences de l'invasion du tissu mammaire par le Staphylococcus aureus mais également 
les différents types de réponses immunitaires mis en place par la mamelle lors d’une infection 
par la bactérie.  
 
 Certaines études d'infection expérimentale par le Staphylococcus aureus menées chez 
la souris ont été réalisées par voie intra-péritonéale. Elles ont permis d'identifier deux lignées 
de souris qui répondent différemment face à l'inoculation de la bactérie : 
 
• Une lignée sensible : la lignée DBA/2. 
 
• Une lignée résistante : la lignée C57B1/6J. 
 
 Les raisons de la résistance de la lignée C57B1/6J n'ont pas été totalement élucidées. 
Dans un premier temps, le but de notre travail était de comparer la sensibilité de ces deux 
lignées de souris face aux infections à Staphylococcus aureus par voie intra-mammaire. Par la 
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suite, si une différence de sensibilité était avérée, l’idée était d'en identifier les raisons, les 
mécanismes : nature, nombre, cinétique du recrutement des cellules immunitaires, 
modifications du tissu mammaire en lui même… Pour cela des souris des deux lignées ont été 
infectées en voie intra-mammaire. Par la suite des comptages bactériens et des coupes 
histologiques de tissu mammaire ont été réalisés et analysés. 
 
 Dans un second temps, le but de notre travail était de proposer un protocole 
d'infections expérimentales des souris en intra-mammaire scientifiquement fiable et 
reproductible. Les différentes étapes du protocole ont été analysées pour en supprimer les 
sources d'erreurs : technique d'infection, technique de prélèvement, réalisation des comptages 
bactériens et des coupes histologiques. 
 
 La première partie de ce travail est une étude bibliographique. Celle-ci présentera, 
dans un premier temps, la bactérie Staphylococcus aureus : ses caractéristiques 
physiologiques, les infections qu'elle cause, ses capacités de colonisation du tissu mammaire 
et ses facteurs de virulence. Dans un second temps, l'immunité de la mamelle sera détaillée : 
les défenses anatomiques, les facteurs de défenses solubles et cellulaires et enfin les 
connaissances actuelles concernant les interactions entre la bactérie Staphylococcus aureus et 
le tissu mammaire lors d'infections seront présentées. 
 
 La seconde partie de ce travail est une étude expérimentale visant d'une part, à étudier 
une éventuelle différence de sensibilité des deux lignées de souris aux infections par voie 
intra-mammaire. D'autre part, cette étude expérimentale a pour but l'élaboration d'un 
protocole d'infection des souris en intra-mammaire fiable et reproductible. Cette partie se 
compose tout d'abord d'une description du matériel et des méthodes utilisées, puis d'une 













PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 







1) LA FAMILLE MICROCOCCACEAE 
 
  
 La bactérie Staphylococcus aureus appartient à la famille des Micrococcaceae [Hill, 
1981]. Cette famille regroupe les genres suivants : 
 
• Le genre Planococcus : il regroupe des bactéries du milieu marin. De nombreuses 
espèces appartenant à cette famille sont isolées chez certains crustacés, c'est le cas, 
par exemple, de Planococcus kocurii et de Planococcus maritimus [Yoon, 2003]. 
 
• Le genre Stomatococcus : il regroupe des bactéries appartenant à la flore buccale 
des mammifères. Elles sont souvent considérées comme des bactéries faiblement 
pathogènes, mais certaines sont désormais connues pour leur rôle en tant qu’agents 
opportunistes. Ainsi, la bactérie Stomatococcus mucilaginosus a été isolée et 
démontrée comme étant responsable de cas de méningites chez de jeunes enfants 
[Rivzi, 2008]. 
 
• Le genre Micrococcus : il regroupe des bactéries de la flore commensale de la 
peau et des muqueuses des mammifères. Elles n'ont pas de pouvoir pathogène 
propre mais peuvent, chez des patients immunodéprimés, causer des infections 
parfois sévères telles que des arthrites ou des endocardites. C'est le cas de 
Micrococcus luteus, agent opportuniste des muqueuses de l'arbre respiratoire 




• Le genre Staphylococcus : il regroupe plus d'une trentaine d'espèces dont les plus 
fréquemment isolées sont Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus intermedius et Staphylococcus saprophyticus. Ce sont des 
bactéries commensales de la peau et des muqueuses chez l'Homme. 
 
 
2) LE GENRE STAPHYLOCOCCUS 
 
 
 La classification des espèces du genre Staphylococcus a fait l'objet de nombreux 
travaux [Hill, 1981]. C'est en 1870 que Billroth étudia les phénomènes inflammatoires qui 
régissent le développement des abcès et la formation du pus. Il les relia alors à l'existence 
d'une seule entité qu'il nomma : Coccobactérie septicum. Plus tard, dans les années 1950, 
Ogston démontra un lien clair entre la présence de cette entité Coccobactérie septicum et le 
développement d'abcès ou de phénomènes de surinfection. Il identifia un groupe de bactéries 
coccoïdes qu'il regroupa sous le nom de Staphylocoques.  
  
 À partir de ce moment là, de nombreux travaux tentèrent d'établir une taxonomie au 
genre Staphylococcus. L'un des premiers critères de différenciation des espèces de 
Staphylocoques était la pigmentation des colonies. Ainsi Rosenbach définit plusieurs espèces 
et distingua : 
 
• Staphylococcus pyogenes aureus : les colonies sont de couleur jaune or. 
 
• Staphylococcus pyogenes albus : il s’agit du Staphylococcus intermedius actuel, 
les colonies sont de couleur blanche. 
 
• Staphyococcus pyogenes citreus : les colonies sont de couleur jaune citron. 
 
 Entre 1923 et 1957, les éditions successives du Bergey's Manual définirent de plus en 
plus précisément différentes espèces des genres Staphylococcus, Micrococcus, et 
Planococcus. En 1923, les espèces du genre Staphylococcus étaient différenciées selon la 












Figure 1 : Classification des espèces du genre Staphylococcus selon leur capacité à réduire ou non certains 
sucres [Bergey, 1923].  
 
 En 1947, d'autres critères furent utilisés, comme la réduction du NO3- ou l'existence 






Figure 2 : Classification des espèces du genre Staphylococcus selon la présence ou non de l’enzyme coagulase 
[Bergey 1957]. 
 
 Actuellement, la classification du genre Staphylococcus est établie selon des critères 
bien précis. La Figure 3 regroupe une liste non exhaustive des critères de classification des 














Espèces S. aureus S. intermedius S. epidermidis S. saprophyticus 
Coagulase + + - - 
Nucléase + + - - 
Hémolysine +  - - 
Phospatase + + + - 
Utilisation du 
Xylose 
- + - - 
Utilisation du 
Sucrose 
+ + + + 
Utilisation du 
Mannitol 
+ +/- - + 
 
Figure 3 : Liste non exhaustive des critères de différenciation des espèces du genre Staphylococcus [Hill, 1981]. 
 
 




 Le Staphylococcus aureus a ensuite fait l'objet de travaux qui ont permis de définir 
différents « types » de cette bactérie. Deux méthodes ont été utilisées [Oeding, 1958] : 
 
• Le typage sérologique : détection de certains antigènes de surface grâce à des 
anticorps spécifiques. 
 
• Le typage à l’aide de bactériophages : détection de certaines segments du 
génome bactérien grâce à des bactériophages qui lysent spécifiquement les 
segments recherchés. 
 
 Désormais, on différencie les types de Staphylococcus aureus selon leur résistance ou 
non à certains antibiotiques. Les gènes de résistance sont le plus souvent portés par les 




 Dans un premier temps, le Staphylococcus aureus est devenu résistant à certaines 
bétalactamines (les pénicillines G notamment) grâce à l'acquisition de gènes codant pour la 
bétalactamase. C'est en 1970 qu'une souche de Staphylocoque doré résistante à la méticilline 
fût isolée : il s'agit du Staphylococcus aureus résistant à la méticilline ou SARM. Par la suite, 
une nouvelle souche résistante à la vancomycine (le SARV) fût découverte [Oeding, 1957].  
  
 Désormais, on sait séquencer entièrement le génome bactérien ce qui permet 
l'identification précise des différentes souches du Staphylocoque doré [Kuroda, 2001]. Les 
travaux menés en 2001 à l'Université de Tokyo ont permis par exemple d'identifier 
précisément la séquence et la localisation de gènes de résistance à différents antibiotiques. 
Certains exemples de gènes désormais séquencés et localisés sont rapportés dans le Figure 4. 
 
Nom du Gène Protéine codée Fonction de la protéine 
blaZ Bétalactamase Hydrolyse des pénicillines 
bleO 
Protéine de résistance aux 
bléomycines 
Résistance aux bléomycines 
tetM 
Protéine de résistance aux 
tétracyclines 
Résistance aux tétracyclines 
mecA 
Protéine de liaison aux 
pénicillines 
Résistance à la méticilline 
 










II. CARACTÉRISTIQUES PHYSIOLOGIQUES 
 
 
 Le Staphylococcus aureus est une bactérie coccoïde de Gram positif. Il mesure environ 
1 micromètre (µm) de diamètre et apparaît en amas à l'examen microscopique. Il est 
immobile, non sporulé et l'examen au microscope optique ne permet pas de visualiser une 














Figure 5 : Morphologie du Staphylococcus aureus, photo en microscopie électronique à balayage, grossissement 
x 17000 [Goldsmith, 2007]. 
 
 
1) CONDITIONS DE CULTURE 
 
 
 Sa culture est facile, elle se fait en milieu aérobie comme en milieu anaérobie. En 
milieu solide, les colonies de Staphylococcus aureus mesurent 2 à 3 millimètres de diamètre. 
Elles sont lisses, bombées et luisantes. Les colonies peuvent parfois prendre une coloration 
jaune or, d'où son nom de « Staphylocoque doré ». Cette coloration est due à la synthèse d'un 
pigment membranaire de la famille des caroténoïdes à partir de l'acétylcoenzyme A. En milieu 














Figure 6 : Coloration « jaune or » des colonies de Staphylococcus aureus, boîte de Pétri avec culture de colonies 
de Staphylococcus aureus [Shrestha, 2010]. 
  
 Les conditions de culture optimales sont obtenues avec une température de 37°C et un 
pH de 7 mais la bactérie accepte de grandes variations de ces deux paramètres. Selon les 
souches bactériennes, Staphylococcus aureus peut croître à des températures allant de 7°C à 
45°C. Cependant, la zone de température permettant la synthèse des facteurs de virulence est 
beaucoup plus étroite : entre 35°C et 40°C. En ce qui concerne le pH, Staphylococcus aureus 
peut se développer dans un milieu dont le pH est compris entre 4 et 10. Toutefois, pour que le 
milieu de culture permette la synthèse des facteurs de virulence et la toxinogénèse, son pH 
doit être compris entre 6 et 7,5. 
 
 Le Staphylococcus aureus peut par ailleurs se développer malgré une concentration en 
chlorure de sodium (NaCl) élevée (jusqu'à 10% de NaCL dans le milieu). On sait désormais 
que cette croissance en milieu fortement concentré en NaCl est possible grâce à des 
transporteurs membranaires ATP-dépendants qui confèrent une « osmo-protection » à la 
bactérie [Kuroda, 2011]. Le milieu de Chapman est un milieu de culture dont le substrat 
nutritif est le mannitol. Ce milieu est, par ailleurs, fortement concentré en NaCl : 7,5 %. On 










2) COURBE DE CROISSANCE 
 
 
 In vitro, on sait tracer la courbe de croissance du Staphylococcus aureus. Comme pour 
la plupart des bactéries,  on distingue plusieurs phases : 
 
• La phase de latence : il n'y a pas de croissance bactérienne. Il s'agit d'une phase 
d'adaptation au milieu, les bactéries synthétisent les enzymes nécessaires à 
l'utilisation du substrat. 
 
• La phase de croissance exponentielle : la vitesse de croissance est maximale et 
reste constante. C'est lors de cette phase que le temps de doublement de la 
population bactérienne est le plus court. 
 
• La phase de ralentissement : la vitesse de croissance diminue par épuisement 
progressif des réserves du milieu et début d'accumulation de métabolites toxiques. 
 
• La phase stationnaire : le taux de croissance est nul. Il y a autant de bactéries qui 
naissent que de bactéries qui meurent. 
 
• La phase de déclin : il y a épuisement total des ressources nutritives du milieu et 
les métabolites toxiques sont en trop grande quantité. Un phénomène de lyse 
















   
  
 1 : Phase de latence 
  2 : Croissance exponentielle 
  3 : Phase de ralentissement 
  4 : Phase stationnaire 









3) ÉQUIPEMENT ENZYMATIQUE, HORS FACTEURS DE VIRULENCE 
 
 
 La bactérie Staphylococcus aureus est capable de fermenter le glucose et la plupart des 
sucres (notamment, le mannitol et le tréhalose).  
 
 C'est la présence d'une coagulase dans son équipement enzymatique qui permet, le 
plus souvent, d'identifier le Staphylococcus aureus. Il existe deux formes de coagulases : 
 
• La « coagulase libre » : elle réagit avec la prothrombine et coagule le plasma 
citraté humain en quelques heures. 
 
• La « coagulase liée » : elle est capable de réagir directement avec le fibrinogène et 










1) LA PAROI CELLULAIRE 
 
 
 Le Staphylococcus aureus est une bactérie à Gram positif, il possède donc une paroi 
cellulaire rigide et résistante qui entoure la membrane cytoplasmique.  
  
 Cette paroi est quasi-exclusivement constituée de peptidoglycanes qui constituent un 
exosquelette. Les peptidoglycanes sont des polymères complexes composés de trois éléments 
différents [Euzéby, 2008] : 
 
• Une épine dorsale faite d'une alternance de molécules de N-acétylglucosamine et 
d'acide N-acétylmuramique. 
• Un ensemble de quatre acides aminés attachés à l'acide N-acétylmuramique. 
• Un ensemble de ponts interpeptidiques tous identiques. 
 
 L'épine dorsale est la même chez toutes les bactéries, seuls les deux derniers 
ensembles (les quatre acides aminés et les ponts interpeptidiques) varient selon les espèces.  
 
 Le deuxième composant majoritaire de cette paroi est l'acide téichoïque. Il est associé 
au réseau de peptidoglycanes. Il fait saillie à la surface de la bactérie et est parfois positionné 
transversalement dans la paroi entrant en contact avec la membrane plasmique [Euzéby, 
2008]. 
 
 La paroi donne sa forme à la bactérie. Elle constitue un squelette externe représentant 
entre 25 et 30 % du poids total de la bactérie. Elle permet également de contenir la pression 
osmotique interne, en effet, sans paroi, la bactérie risque une lyse. Seul un milieu 
osmotiquement équilibré avec l'intérieur de la bactérie permet à celle-ci de se développer sans 
paroi. La paroi est, par ailleurs, le support de l'action de nombreuses enzymes telles que le 
lysozyme ou l'autolysine. Enfin, les peptidoglycanes et l'acide téichoïque activent les 
macrophages et le complément et jouent donc un rôle clef dans la mise en place d'une défense 







   Composants capsulaires  
 
 
   Paroi bactérienne  
 
  Membrane plasmique  
 
   Cytoplasme bactérien 
  
 
Figure 8 : Structure de la paroi bactérienne du Staphylococcus aureus : composants capsulaires, paroi 




2) LA CAPSULE 
 
 
  Certains Staphylococcus aureus sont capables de produire des polysaccharides et des 
protéines qui forment une microcapsule. L'excrétion de polysaccharides et de protéines 
capsulaires est dépendante du milieu de culture : les bactéries synthétisent une capsule 
lorsqu'elles se développent dans des milieux riches en sucres.  
 
  Chez les bactéries encapsulées, on note une résistance à la phagocytose et parfois une 
augmentation de la virulence des souches. La capsule est responsable de la formation de 










3) LE GÉNOME 
 
 
  Il est composé d'un chromosome circulaire (environ 2800 paires de bases), de 
plasmides, de prophages et de transposons. Des facteurs de virulence et de résistance aux 
antibiotiques ont été retrouvés à la fois dans le chromosome et dans le génome extra-
chromosomique [Decoster, 2003]. 
 
  L'ADN chromosomique est constitué d'une double hélice circulaire. Cette double 
hélice est pelotonnée, surenroulée dans le cytoplasme grâce à l'action des topo-isomérases. 
Déplié, le chromosome bactérien mesure 1 millimètre de long pour 3 à 5 nanomètres de large 
[Decoster, 2003]. 
 
  Les plasmides (ADN extra-chromosomique) ne sont pas indispensables à la vie de la 
bactérie. Ils se répliquent indépendamment du chromosome bactérien. On les détecte 
lorsqu'ils confèrent de nouvelles propriétés à la bactérie [Decoster, 2003]. On peut citer : 
 
• Le facteur F, ou facteur sexuel : il assure le transfert de fragments du 
chromosome bactérien lors de phénomènes de conjugaison (appariement de deux 
bactéries). 
 
• Les plasmides de résistance aux antibiotiques : certains plasmides entrainent la 
synthèse d'enzymes qui inactivent les antibiotiques, on peut citer en exemple la 
synthèse de la bétalactamase qui inactive les pénicillines. 
 
• Les plasmides de virulence : certains plasmides permettent l’apparition de 






















































 Les principaux réservoirs du Staphylococcus aureus sont la peau et les muqueuses de 
l'Homme et de l'animal puisqu'il s'agit d'une bactérie de la flore commensale. En effet, 30 à 50 
% des personnes n'ayant aucun signe d'infection sont porteurs de la bactérie : il s'agit de 
porteurs sains. Le taux de portage sain au sein de la population varie considérablement en 
fonction des pays et du type de population étudiée. Les études s'accordent cependant autour 
d'une moyenne de 30 % des individus qui seraient des porteurs sains. 
  
 Chez l'Homme, c'est l'épithélium nasal qui est le plus chargé en Staphylococcus aureus 
[Sivaraman, 2009]. Le portage nasal varie selon la population étudiée, par exemple, le taux 
de portage nasal sans signe d'infection est plus élevé chez les enfants et les personnes âgées 
que chez les adultes [Leonard, 2008]. Les facteurs favorisant le portage nasal ne sont pas 
clairement déterminés mais certaines populations comme les personnes immunodéprimées, 
les jeunes enfants et les personnes âgées présentent un portage supérieur à la moyenne. On 
note également un risque plus élevé de portage sain voire d'infection chez les populations 
suivantes [Salgado, 2003] :  
 
• Patients soumis à des antibiothérapies de longues durées 
• Patients hospitalisés pendant de longues périodes 
• Personnes ayant subi une chirurgie 
• Personnes hospitalisées dans une unité de soins intensifs 
 
Au cours des dernières années, on observe un changement dans l'épidémiologie du 
Staphylocoque doré et particulièrement dans l’épidémiologie des souches SARM. En effet, on 
note [Kluytmans, 1997] : 
 
• Une augmentation du portage nasal moyen dans la population qui est passé de 30 à 
65%. 
• Une augmentation de la prévalence chez des personnes n'appartenant pas aux 
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populations dites « à risques » ou n'ayant pas de facteurs de risques identifiés. 
 
 Le portage intestinal est également fréquent mais n'a pas de signification pathologique.  
  
 Chez les animaux domestiques, on retrouve le portage sain cutané et au niveau de la 
muqueuse de l'arbre respiratoire supérieur, mais aussi au niveau de l'appareil uro-génital 
[Biberstein, 1984]. Cependant le Staphylococcus aureus reste largement minoritaire par 
rapport au Staphylococcus intermedius qui représentent plus de 90 % des Staphylocoques 
« coagulase positifs » isolés chez le chien, plus de 35 % chez le cheval et plus de 45 % chez le 
chat. 
 
Espèces Chien Chat Cheval 
Arbre respiratoire 1 0 3 
Peau 0 4 2 
Appareil génital 1 1 0 
Tractus urinaire 5 1 0 
 
Figure 10 : Pourcentages d'isolement du Staphylococcus aureus parmi les Staphylocoques à coagulase positifs 
chez différentes espèces d’animaux domestiques [Biberstein, 1984]. 
 
 L'idée selon laquelle les animaux domestiques peuvent être un réservoir pour la 
contamination humaine a souvent été évoquée. On retrouve quelques cas isolés d'infection ou 
de réinfection de propriétaires de chats ou de chiens : les animaux étaient porteurs sains de 
SARM au niveau de leur muqueuse nasale et la même souche a été identifiée chez leurs 
propriétaires. On peut citer la réinfection de deux infirmières par une souche SARM 
provenant de leurs chiens, et ce,  après un traitement visant à éliminer leur portage nasal 
[Duquette, 2004]. Des études ont été menées chez différentes populations humaines en 
contact avec des animaux porteurs sains. C'est le cas des éleveurs de chevaux, de porcs, de 
vaches et de brebis.  Ainsi, une souche capable de coloniser à la fois l'épithélium nasal 








2) MODE DE TRANSMISSION 
 
  
 La transmission se fait majoritairement par le biais de mains contaminées, 
transmission dite « manuportée » (soit parce que la personne est porteuse saine soit parce 
qu'elle s'est transitoirement contaminée auprès d'un autre réservoir). La contamination par 
contact avec des sources environnementales est rare. Enfin, l'intoxication alimentaire 
(contamination par ingestion d'aliments contaminés) est également possible. 
  
 Les mesures de prévention visant à limiter le risque de contamination ou de 
développement d'une infection à Staphylococcus aureus chez les porteurs sains sont basées 
sur la connaissance du mode de transmission majoritaire, à savoir, la transmission 
« manuportée ». Ainsi dans la lutte contre le Staphylocoque doré et particulièrement contre 
les souches SARM, on peut citer les grands principes suivants [Humphreys, 2009] : 
 
• Hygiène du personnel, hygiène des mains 
• Hygiène et désinfection du matériel et des locaux 
• Dépistage et isolement des porteurs sains 
• Isolement des patients infectés 









V. INFECTIONS À STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
  
  




 L'étude des infections à Staphylococcus aureus amène à différencier deux entités 
distinctes :  
 
• Les infections acquises suite à un séjour à l'hôpital (IAH) 
• Les infections contractées en société, en communauté (IAC) 
 
 La Figure 11 présente les critères de différenciation des deux types d'infections. 
 





Mode de contamination 






Peau (abcès, furoncles), Tissus 
mous 
 
Figure 11 : Infections dues au Staphylococcus aureus, critères de distinction entre les infections contractées à 
l'hôpital (IAH) et celles contactées en communauté (IAC) [Leonard, 2008] et [Maltezou, 2006]. 
 
 Le nombre de cas d'infections dues au Staphylococcus aureus a augmenté ces 
dernières années, et ce, dans le monde entier [Boucher, 2008]. Cette augmentation concerne 
aussi bien les IAH que les IAC.  
 
 On note cependant une grande variation de la prévalence du Staphylocoque doré selon 
les régions et la qualité des services de santé. Si l'on se focalise sur les souches SARM, une 
étude a permis d'établir des prévalences dans le sang de patients hospitalisés dans différents 
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pays européens [Humphreys, 2009]. On obtient alors une prévalence inférieure à 1% dans le 
Nord de l'Europe et une prévalence supérieure à 30 % dans le Sud et l'Est de l'Europe. 
 
 
2) FACTEURS DE RISQUES 
 
 
 Les facteurs de risques de développer une infection à Staphylococcus aureus ont été 
étudiés chez l'Homme [Von Eiff, 2001]. Ainsi les porteurs sains au niveau de la muqueuse 
nasale sont plus « à risques » de développer des infections s'ils subissent une chirurgie, ou une 
hospitalisation de longue durée. C'est pourquoi certains services hospitaliers pratiquent un 
dépistage systématique de tous les patients. Les porteurs sains au niveau des muqueuses 
nasales sont ainsi identifiés, isolés et subissent un traitement local à base de mupirocine 
[Boelaert, 1993]. Ce traitement a montré une nette efficacité puisqu'il entraine : 
 
• Une élimination du portage nasal sain 
• Une élimination du portage cutané sain 
• Une diminution du risque d'apparition de bactériémie 
• Une diminution du risque d'infection des sites chirurgicaux  
 
 La vie en communauté, les contacts nombreux et rapprochés, le manque d'hygiène ont 
été identifiés comme des facteurs de risque [Maltezou, 2006].  
 
 D'autre part, et paradoxalement, l'accès aux antibiotiques et l'exposition à des 
traitements antibactériens antérieurs représentent aussi des facteurs de risque. 
  
 L'âge est un facteur déterminant dans la gravité de l'infection, les personnes âgées (au 
delà de 65 ans) et les jeunes enfants (avant 2 ans) sont des populations à risques. 
  
 Les personnes ayant un système immunitaire défaillant (notamment en ce qui concerne 
la fonction leucocytaire) ont plus de risques de développer une infection. 
  
 Enfin, les cathéters et les sutures ont été reconnus comme favorisant l'infection. Les 
cathéters créent une brèche vasculaire et un thrombus qui facilitent l'adhésion des bactéries, 
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Figure 12 : Différentes causes de bactériémies dues au Staphylococcus aureus, étude portant sur 156 patients 
[Von Eiff, 2001]. 
 
 
Facteurs de risques 
    - Portage nasal sain 
    - Personnes très jeunes ou très âgées 
    - Personnes immunodéprimées 
    - Vie en communauté 
    - Mauvaises conditions d'hygiène 
    - Hospitalisation, chirurgie 
    - Usage d'antibiotiques sur de longues durées 
    - Pause de cathéters, fils de suture 
 
 
Figure 13 : Bilan concernant les facteurs de risques de développer une infection au Staphylococcus aureus 
[Boucher, 2008], et  [Maltezou, 2006]. 
 
 








• Les toxémies : elles sont dues, soit à la production de toxines in vivo lors de 
l'infection, soit à la préexistence de toxines, notamment dans l'aliment ingéré. 
 
• Les infections suppuratives : elles se produisent suite à la rupture d'une barrière 
physiologique (peau, muqueuse) qui permet l'accès des bactéries aux tissus et au 
sang de l'hôte. Elles sont le résultat d'une invasion des tissus, d'une destruction de 



































 Différentes études ont montré qu'il est possible d'induire une mammite 
expérimentalement en introduisant une charge bactérienne, même faible (inférieure à 100 
CFU) dans le trayon de nombreuses espèces (souris et brebis notamment). Ceci prouve que le 
lait et le tissu mammaire sont clairement des milieux favorables au développement et à la 
croissance du Staphylococcus aureus [Sutra, 1994]. Après pénétration dans la mamelle, la 
première étape d'une infection du tissu mammaire est l'adhésion aux cellules et la colonisation 
tissulaire. Ainsi l'adhésion rapide des bactéries aux cellules du canal lactifère évite ; d'une 
part, que celles-ci soient éliminées lors de la traite ou de la tétée et permet ; d'autre part, une 
dissémination à travers tout le tissu mammaire. 
  
 
1) INVASION TISSULAIRE  
 
 
 Une infection à Staphylococcus aureus passe chronologiquement par cinq étapes 
[Archer, 1998] :  
• Colonisation du tissu 
• Infection tissulaire locale 
• Dissémination systémique (par voie sanguine) 
• Infection métastatique 
• Toxémie 
 
 Le fait qu'une infection s'arrête ou progresse est le fruit d'un rapport de force entre la 
virulence de la bactérie et les défenses immunitaires de l'hôte. 
 
 Le Staphylococcus aureus est une bactérie à multiplication extracellulaire. De plus, il a 
la capacité de disséminer par voie sanguine, provoquant ainsi des infections métastatiques. 
Cette propriété est le fruit de l'interaction du Staphylococcus aureus avec les cellules 




• Directement : via l'interaction entre les protéines de surface de la bactérie et leurs 
récepteurs sur la membrane des cellules endothéliales. 
 
• Indirectement : par fixation à la matrice extracellulaire qui entoure les cellules 
endothéliales. 
 
 En ce qui concerne les mécanismes d'adhésion du Staphylococcus aureus aux cellules 
épithéliales, de nombreux études ont tout d’abord été menées in vitro [Frost, 1975]. Les 
conclusions de ces travaux ont ensuite été confirmés in vivo [Gudding, 1984]. On distingue 
deux grands types d'interactions entre la bactérie et le tissu mammaire : 
 
• Les interactions non spécifiques entre des protéines de l’hôte et des récepteurs 
pariétaux de la bactérie. 
• Les interactions spécifiques. 
 
 




 Il s'agit surtout de liaisons hydrophobes entre les composants de la paroi bactérienne et 
les membranes plasmiques des cellules épithéliales [Mamo, 1987]. D'autres interactions 
semblent jouer un rôle important dans l'adhésion et l'envahissement du tissu mammaire, on 
peut citer les liaisons hydrophobes entre les composants pariétaux bactériens et les globules 
gras du lait [Craven, 1985]. 
 
 




 Elles consistent en l'établissement de liaison entre une protéine extracellulaire de l'hôte 
et un récepteur spécifique situé sur la paroi bactérienne. Ces récepteurs bactériens se 




• Une partie sécrétrice, le plus long segment de la protéine 
• Une partie chargée positivement dans le cytoplasme 
• Une partie membranaire hydrophobe 
• Une partie d'ancrage dans la paroi cellulaire   
 
 On les regroupe sous le terme de « MSCRAMM » soit, Microbial Surface 
Components Recognizing Adhésive Matrix Molecules. Certains possèdent un domaine de 
liaison exposé à la surface de la bactérie leur conférant un rôle d'adhésine [Lowy, 1998]. 
Ainsi des gènes codant pour des récepteurs spécifiques au collagène et à la fibronectine 
extracellulaire ont été identifiés chez des souches de Staphylococcus aureus ayant causé des 
mammites chez les bovins [Mamo, 1988]. Par ailleurs, des études in vitro ont montré que 
l'adhésion du Staphylococcus aureus aux cellules épithéliales est inhibée par un traitement 
préalable de la mamelle avec des enzymes protéolytiques. Ces enzymes diminueraient la 
capacité de liaison de la bactérie avec le collagène et la fibronectine [Almeida, 1996]. 
 
 De nombreuses études ont permis d'identifier les « MSCRAMM » spécifiques du 
Staphylocoque doré. Ces études se basent surtout sur la comparaison in vitro, puis in vivo de 
mutants et de souches sauvages pour les gènes codant pour ces « MSCRAMM ». On sait 
aujourd'hui que leur structure globale est identique et on connaît précisément quatre protéines 
de la famille des adhésines [Foster, 1998] : la protéine A, la protéine de liaison à la 
fibronectine, la protéine de liaison au collagène et la protéine de liaison au fibrinogène. 
 
 a) La protéine A  
 
 Elle a longtemps été considérée comme une protéine d'échappement au système 
immunitaire de l'hôte, on sait désormais qu'elle peut aussi se lier au facteur de Willebrand, 
présent lors d'effraction de l'endothélium. Elle joue donc un rôle important dans la 
dissémination de la bactérie par voie vasculaire [Hartlieb, 1998]. 
 
b) La protéine de liaison à la fibronectine (FnBP) 
  
 Cette protéine est capable de se lier à la fibronectine et favorise ainsi la colonisation 
du tissu de l'hôte. Elle est présente dans la très grande majorité des souches de Staphylococcus 
aureus. Ex vivo, on sait qu'elle joue aussi un rôle dans l'adhésion aux surfaces inertes 




 Il existe deux formes de la FnBP : la FnBP A et la FnBP B, qui sont codées par deux 
gènes très voisins l'un de l'autre sur le chromosome bactérien. Ces deux formes possèdent un 
domaine de liaison à la fibronectine qui se compose de trois à cinq répétitions du même 
segment de 40 acides aminés. Le domaine de liaison de la FnBP B reconnaît la portion amino-
terminale de la fibronectine, alors que celui de la FnBP A peut se lier à d'autres segments de 
la fibronectine [Mccrae, 1997].  
 
 Les liaisons qui se forment entre ce domaine de reconnaissance et la fibronectine sont 
des liaisons covalentes [Mccrae, 1997]. On sait aujourd'hui que ce domaine de liaison ne 
possède pas de structure secondaire, il l'acquiert après sa fixation à la fibronectine. L'existence 
de cette conformation induite par la fixation au ligand a été prouvée grâce à l'utilisation 
d'anticorps monoclonaux qui reconnaissent spécifiquement le domaine de liaison, une fois 
qu'il a acquis sa structure secondaire. Enfin, l'étude de la réponse immunitaire de l'hôte a 
montré que les anticorps « anti-FnB P » ne sont pas efficaces. Ils reconnaissent le domaine de 
fixation à la fibronectine une fois qu'il a acquis sa structure secondaire, c'est à dire une fois 
que les liaisons covalentes ont été établies avec la fibronectine. Ces anticorps n'empêchent 
donc pas la colonisation du tissu : ils ne sont pas neutralisants. 
 
 c) La protéine de liaison au collagène (Cna) 
 
 Cette protéine est capable de se fixer au collagène. On la retrouve dans 38 à 50 % des 
souches de Staphylococcus aureus isolées lors d'infection. La liaison avec le collagène se fait 
grâce à un segment peptidique de 19 kiloDaltons. La délétion du gène codant pour ce segment 
suffit à inhiber la fixation au collagène [Foster, 1998]. 
 
 L'hôte produit des anticorps qui reconnaissent le domaine de fixation avant sa liaison 
avec le collagène. Il s'agit donc d'anticorps neutralisants, capables d'empêcher la colonisation 
tissulaire. 
  
 d) La protéine de liaison au fibrinogène (Clumping Factor, Clf) 
 
 Cette protéine reconnaît le fibrinogène et s'y fixe in vivo. Ex vivo, elle se lie aux 




 Il existe deux formes de cette protéine qui sont codées par deux gènes différents mais 
voisins l'un de l'autre : le Clf A et le Clf B. Le Clf A est présent quelque soit le stade de 
croissance bactérien et le milieu dans lequel évolue le Staphylocoque doré. En revanche, le 
Clf B n'est synthétisé que lors de la phase de croissance exponentielle de la bactérie et en 
milieu strictement aérobie. On pense que ces deux formes reconnaissent différents segments 
du fibrinogène, elles agiraient ainsi en synergie pour favoriser la colonisation du tissu de 
l'hôte. Le domaine de liaison au fibrinogène est identique chez les deux formes même si elles 








VII. CROISSANCE ET VIRULENCE DU STAPHYLOCOCCUS 
AUREUS LORS DE MAMMITES 
 
 
 Une fois que le Staphylococcus a adhéré au tissu mammaire, il lui faut digérer et 
détruire les composants tissulaires afin de les utiliser comme substrat de croissance. Cette 
digestion de la matrice extracellulaire et des cellules permet également l’envahissement 
progressif de l’ensemble du tissu mammaire.  
 
 
1) LES ENZYMES EXTRACELLULAIRES 
 
 
 Le Staphylococcus aureus est capable de synthétiser un grand nombre d'enzymes qui 
sont impliquées dans la pathogénie des mammites. Ainsi on peut citer : 
 
• Des hyaluronidases 
• Des phosphatases 
• Des lipases 
• Des catalases 
• Des protéases 
• Des nucléases 
• Des collagénases 
 
Toutes sont impliquées dans la virulence de la bactérie dans la mesure où elles 
permettent à celle-ci d'utiliser le lait comme substrat de croissance rapide. Ces enzymes 
permettent aux bactéries d'utiliser les composants du lait pour leur métabolisme, elles 





 Le rôle de la coagulase dans la virulence du Staphylococcus aureus lors de mammites 
a été étudié chez la souris. Ainsi, l'injection de coagulase purifiée par voie intra-mammaire 
entraine une inflammation, une hypertrophie de la mamelle et un afflux de neutrophiles. 
Parallèlement, les souches mutées qui ne sont plus capables de synthétiser la coagulase ne 
causent que des mammites très modérées par rapport aux souches parentales [Anderson, 
1982] et [Jonsson, 1985]. Si le rôle exact de la coagulase dans la virulence de la bactérie reste 
encore à déterminer, une synergie entre la coagulase et l'hémolysine Alpha a clairement été 




2) LES TOXINES HEMOLYSINES 
 
 
 Le Staphylococcus aureus est capable de synthétiser différentes toxines parmi 
lesquelles les hémolysines Alpha, Béta, Gamma et Delta. Les toxines Alpha et Béta semblent 
jouer un rôle majeur dans la pathogénie des mammites à Staphylococcus aureus. Ainsi entre 
20 et 50 % des souches responsables de mammites produisent ces deux types de toxines 
[Elek, 1950]. 
 
 a) L'Hémolysine Alpha 
 
 L'hémolysine Alpha une cytolysine. Elle a pour cible les érythrocytes mais se révèle 
aussi neurotoxique [Bhakdi, 1991]. Elle est extrêmement toxique : 1 microgramme (µg) 
d'hémolysine Alpha purifiée et injectée par voie intra veineuse suffit à entrainer la mort d'une 
souris.  
 
 Elle est codée par un gène du chromosome bactérien. Ce gène est traduit pendant la 
phase de croissance exponentielle. L'hémolysine Alpha est synthétisée sous forme d'un 
précurseur. Celui-ci possède une séquence signal de 26 résidus qui sera clivée pendant le 
transport vers le milieu extracellulaire. Ce clivage est responsable de l'activation de la toxine. 
L'hémolysine Alpha activée est formée de 293 résidus et possède une structure secondaire 




 Son mode d'action est lié à l'adhésion de plusieurs monomères à la membrane des 
cellules cibles. La concentration du milieu en hémolysine Alpha influence le processus 
d’adhésion de la toxine aux membranes des cellules cibles. Ainsi, on différencie [Bhakdi, 
1991] : 
 
• Les milieux faiblement concentrés en toxine : l’adhésion se fait par une 
interaction avec des récepteurs membranaires spécifiques à haute affinité pour la 
toxine. 
 
• Les milieux fortement concentrés en toxine : l’adhésion se fait par une liaison 
non spécifique aux lipides membranaires. 
 
 Dans les deux cas, l'adhésion à la membrane permet la formation d'un pore. Ce pore 
entraine une fuite des composants intracellulaires et une mort rapide de la cellule.  
  
 Chez la souris, l'injection d’hémolysine Alpha purifiée en intra-mammaire crée des 
lésions de nécrose hémorragique dont la gravité est dose-dépendante. Dans les 48 heures 
suivant l'inoculation, les souris montrent à la fois, des signes d'atteinte de l'état général 
(léthargie, anorexie, hyperthermie) et des signes de réaction inflammatoire locale (mamelle 
hypertrophiée, indurée). L'aspect macroscopique du tissu mammaire montre une texture 
friable, des adhérences avec le tissu sous cutané et une décoloration. Lors de l’observation de 
coupes histologiques de tissu mammaire, on décrit [Bramley, 1989] :  
 
• Une nécrose et un remaniement de la structure des alvéoles 
• Des vacuoles intracytoplasmiques dans les cellules sécrétrices, signe d’une perte 
d’activité sécrétrice et d’une dégénérescence cellulaire 
• De nombreux débris cellulaires 
 
Parallèlement des études ont montré que les souches de Staphylococcus aureus 
mutées, dont l'expression de l’hémolysine Alpha est inhibée sont nettement moins virulentes 








 b) L'Hémolysine Beta 
 
 L'hémolysine Beta est une sphyngomyélinase. Elle a été découverte en 1935 par 
Glenny et Stevens. Elle est codée par un gène du chromosome bactérien. La traduction de ce 
gène permet la synthèse d'un précurseur inactif qui sera clivé pour donner la toxine sous sa 
forme active. L’hémolysine Beta a une activité lytique pour la sphnigomyéline, et la 
phosphatidylcholine ce qui la rend toxique pour les érythrocytes. L'hémolysine Beta a été 
étudiée grâce au modèle murin. L'injection intra-mammaire d’hémolysine Béta crée un 
oedème de la mamelle et un afflux massif de polynucléaires neutrophiles (PNN) dans le tissu 
mammaire [Ward, 1979]. Par ailleurs la présence d'hémolysine Beta favorise nettement la 
croissance bactérienne au sein du tissu mammaire [Ward, 1979]. 
 
 c) L'Hémolysine Delta 
 
 L'hémolysine Delta est une protéine de petit poids moléculaire, produite par 96 % des 
souches de Staphylococcus aureus. Elle a une cytotoxicité ciblée pour les érythrocytes. Un 
segment actif a été identifié : il s'agit d'une portion avec une hélice alpha entre deux domaines 
respectivement hydrophiles et hydrophobes. Ce segment agirait au niveau de la membrane des 
cellules cibles comme un surfactant. La désorganisation et la fragilisation de la membrane 
plasmique conduirait à la lyse cellulaire [Elek, 1950]. Lors de mammites, l’hémolysine Delta 
ne semble cependant pas jouer un rôle majeur dans la virulence du Staphylococcus aureus. 
 
 d) L'Hémolysine Gamma 
 
 L'hémolysine Gamma est codée par un gène du chromosome bactérien. Elle est 
synthétisée sous la forme d'un précurseur inactif qui subira un clivage lors du transport vers le 
milieu extracellulaire. L'hémolysine Gamma est ainsi libérée dans le milieu sous sa forme 
active. Elle est composée de deux segments : le segment F et le segment S. Il existe trois types 
de segments S et deux types de segments F différents ce qui donne plusieurs formes 
d'hémolysine Gamma possibles. Cette toxine se fixe préférentiellement aux macrophages, aux 
neutrophiles et aux érythrocytes. Elle induit la libération de molécules de l'inflammation, ce 
qui initie le processus inflammatoire [Elek, 1950]. Son rôle dans la virulence du 





3) LES TOXINES LEUCOTOXINES  
 
 
 Les leucotoxines sont des toxines produites par seulement 2 à 3 % des souches de 
Staphylococcus aureus retrouvées lors d'infections mammaires [Dinges, 2000].  
 
 Elles sont synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs de 312 acides aminés. 
Après transport vers le milieu extracellulaire et clivage d'un segment peptidique de 28 résidus, 
les leucotoxines sont libérées dans le tissu de l'hôte sous leur forme active. Elles se composent 
de deux parties protéiques : le segment F et le segment S. Il existe plusieurs formes 
potentielles de leucotoxines puisqu'on connaît trois segments S et deux segments F différents. 
On peut citer la leucotoxine PV, la leucotoxines M, la leucotoxine E/D et la Gamma 
leucotoxine [Dinges, 2000].  
 
 Elles ont un rôle important dans l'initiation de la réaction inflammatoire du tissu 
mammaire : elles se lient aux macrophages et aux neutrophiles entrainant la libération 
massive de molécules de l'inflammation. On sait de plus que les leucotoxines ont un effet 
cytolytique sur les cellules épithéliales mammaires [Dinges, 2000]. 
 
 
4) LES TOXINES PYROGENIQUES – SUPER ANTIGENES (PTSAg) 
 
 
 Les Toxines Pyrogéniques ou Supers Antigènes regroupent plusieurs toxines produites 
par le Staphylocoque doré [Dinges, 2000] : 
 
• La toxine du syndrome du choc toxique ou TSCT 1 
• Les entérotoxines (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI) 
 
 Il s'agit de toxines possédant les trois caractéristiques suivantes  [Dinges, 2000] :  
 
• Elles sont pyrogéniques 
• Elles ont un rôle de Super Antigène 




On sait, de plus, que les entérotoxines sont émétisantes. Elles sont synthétisées lors de 
la phase de croissance exponentielle. Les gènes codant pour ces toxines sont portés par les 
plasmides ou par le chromosome bactérien. Leur expression est contrôlée par des gènes 
régulateurs mais aussi par les conditions du milieu (température, pH, osmolarité). Ces toxines 
sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs qui possèdent un segment amino-
terminal. Ce segment sera clivé lors du transport vers le milieu extracellulaire, permettant 
ainsi l'activation des toxines. 
 
Ces toxines sont régulièrement isolées lors de mammites dues au Staphylococcus 
aureus. Cependant, leur rôle dans la virulence du Staphylococcus aureus lors d’infections 
mammaires n’est pas encore bien connu. Dans d’autres types d’infections, comme les 
infections digestives, il s’agit de facteurs de virulence majeurs.  
 
 a) La toxine TSCT1 
 
 La toxine TSCT1 est codée par le gène tstH. Le précurseur synthétisé est formé de 234 
acides aminés, après clivage de la portion amino-terminale, la protéine est activée. Elle se 
compose de 194 acides aminés. Elle n'est pas glycosylée, soluble dans l'eau et résistante à 
l'augmentation de température. Elle est capable de traverser les barrières muqueuses [Kenny, 
1993].  
 
 On la retrouve systématiquement lors du Syndrome de Choc Toxique (fièvre 
d'apparition brutale associé à un érythème généralisé, une desquamation de la peau, une 
hypotension et un dysfonctionnement multi-organique). En tant que Super Antigène, elle 
déclenche une réaction inflammatoire majeure. Associée à cette inflammation, de nombreuses 
substances vaso-actives (substances vasodilatatrices notamment) sont libérées ce qui 
fragilisent l'endothélium vasculaire [Kenny, 1993].  
 
 La toxine TSCT1 se fixe sur des récepteurs membranaires non spécifiques des cellules 
endothéliales entrainant une vasodilatation périphérique majeure d'où une hypotension. La 
toxine TSCT-1 est produite par 20 % des souches bactériennes isolées lors de mammites chez 
les bovins. Elle est le plus souvent associée avec les entérotoxines SEC et SED. En tant que 
Super Antigènes, elles induisent une réponse inflammatoire majeure en stimulant la libération 




 b) Les entérotoxines 
 
 Les entérotoxines ont été récemment intégrées dans le groupe des Supers Antigènes. 
Elles ont la particularité d'être émétisantes et provoquent des gastroentérites majeures. Tout 
comme la toxine TSCT1, elles sont relativement résistantes à la chaleur et échappent à la 
protéolyse par la pepsine gastrique [Kenny, 1993]. 
 
 
5) LES TOXINES EXFOLIATIVES (ET) 
 
 
 Les toxines exfoliatives sont des toxines protéiques de 30 kiloDalton produites par 
80% des souches de Staphylococcus aureus isolées lors d’infections [Bukowski, 2010]. Elles 
sont responsables du « Staphylococcal Scaled Skin Syndrom » ou SSSS qui se caractérise par 
une exfoliation brutale et majeure de l'épiderme, associée à une clinique de choc 
(hyperthermie, anorexie, hypotension …).  
 
 On distingue deux sous-types de toxines exfoliatives : ET A et ET B. Ces deux formes 
possèdent un domaine de liaison aux cadhérines des desmosomes. Leur conformation est 
proche de celle des protéases, ceci a permis de comprendre leur mécanisme d'action. Elles 
agissent en hydrolysant les liaisons peptidiques grâce à une activité estérolytique [Bailey, 
1992]. La perte de cette capacité d’estérolyse entraine une perte totale de la toxicité lors 
d’infections expérimentales chez la souris.  
 
 Les toxines exfoliatives reconnaissent un domaine particulier de la desmogléine (une 
cadhérine). Après la reconnaissance, le mécanisme de clivage est dépendant de la présence 
d'ions calcium (Ca2+) dans le milieu. La rupture des liaisons est responsable du phénomène 
d'acantholyse : le stratum granulosum se désolidarise du stratum spinosum ce qui entraine 
l’exfoliation de l’épiderme [Bailey, 1992]. 
 
 En ce qui concerne les infections mammaires à Staphylococcus aureus, le rôle des ces 























Figure 14 : Les facteurs de virulence du Staphylococcus aureus [Jonsson, 1985]. 
 
 
7) REGULATION DES FACTEURS DE VIRULENCE 
 
 
 On sait aujourd'hui que les protéines de surface et les protéines sécrétées ne sont pas 
synthétisées au même moment lors du cycle de croissance de la bactérie. 
  
 Les protéines de surface qui permettent l'adhésion au tissu de l'hôte, sont nécessaires 
au début de l'infection. In vitro, elles sont synthétisées lors de la phase de croissance 
exponentielle. In vivo, elles sont donc synthétisées au début de l'infection. Les protéines 
sécrétées (les toxines, les enzymes extracellulaires) vont, quant à elles, permettre 
l'envahissement du tissu de l'hôte et la dissémination de l'infection. Elles sont synthétisées par 




 Les gènes codant pour certains facteurs de virulence ont été identifiés par des 
techniques de mutations ciblées : la délétion de ces gènes entraine une diminution de la 
virulence du Staphylococcus aureus.  
 
 On connaît aujourd'hui une portion de génome chromosomique appelée « Accessory 
Gene Regulator » ou « système agr » qui a un rôle majeur dans la régulation de l'expression 
de nombreux gènes de virulence [Bronner, 2004]. Cet ensemble de gènes est présent chez 
plus de 95% des souches de Staphylococcus aureus isolées lors de mammites. Il possède deux 
promoteurs dont la transcription entraine l'expression des autres gènes de régulation le 
composant : agr A, agr B, agr C et agr D (tous ces gènes sont rassemblés sous le nom de 
« système agr »). L'initiation de la transcription des promoteurs est dépendante de certaines 
caractéristiques du milieu : la concentration en substances nutritives et le pH jouent, par 
exemple, un rôle important dans l'expression de ces gènes. La traduction des gènes de 
régulation comme ceux du « système agr » entraine la synthèse de protéines de régulation de 
l’expression des gènes codant pour les facteurs de virulence. Ces protéines de régulation 
possèdent des acides aminés basiques qui les rendent capables de se lier à l'ADN et de réguler 
son expression. Elles ont, soit une activité inhibitrice, soit une activatrice de l'expression des 
























SECTION 2 : L'IMMUNITE DE LA MAMELLE 
 
 
I. DÉFENSES ANATOMIQUES 
 
 
 Le trayon est considéré comme la première ligne de défense de la mamelle face aux 
différents agents pathogènes. Les muscles du sphincter du trayon maintiennent ce dernier 
« fermé » entre deux traites ou deux tétées limitant ainsi la remontée de germes.  
 
 Le canal du trayon est par ailleurs recouvert d'une couche de kératine dérivée de 
l'épithélium stratifié. La kératine rend la remontée des germes le long du canal plus difficile 
par sa structure épousant les plis longitudinaux et transversaux de l'épithélium [Bramley, 
1984]. Au delà de la structure qu'elle impose au trayon, la kératine est également capable de 
se lier à certaines bactéries non encapsulées à l'origine de mammites, empêchant ainsi leur 
remontée [Rainard, 2006].  
 
 Enfin, la kératine est liée à de nombreux agents antimicrobiens : 
 
• Des acides gras : on peut citer par exemple, l’acide linoléique. Pour la plupart, ils 
sont bactériostatiques. 
 
• Des protéines chargées positivement : elles peuvent créer des liaisons 
électrostatiques avec la membrane des germes et les rendre ainsi plus sensibles à la 









II. DÉFENSES CELLULAIRES 
 
 
1) LES NEUTROPHILES 
  
 
 Les neutrophiles (PNN) sont les premières cellules immunitaires recrutées sur le site 
d'infection, et particulièrement au niveau de la mamelle.  
 
 Physiologiquement on trouve peu voire pas de neutrophiles dans le lait et le tissu 
mammaire. Lors d'une infection ce comptage augmente largement (au-delà de 106 cellules / 
mL de lait). Cette augmentation du nombre de cellules dans le lait, et particulièrement du 
nombre de neutrophiles, est observée chez plusieurs espèces : la vache et la brebis 
notamment. 
 
 a) Le recrutement des neutrophiles sur le site d'infection 
 
 Immédiatement après l'entrée du pathogène dans le tissu mammaire, ce sont donc les 
neutrophiles qui sont attirés sur le site de l'infection. Le phénomène d'attraction des 
neutrophiles vers le tissu infecté s'appelle le chimiotactisme. En effet, l'invasion du tissu par 
les bactéries crée une réaction inflammatoire locale, de nombreuses molécules de 
l'inflammation (des cytokines notamment) sont synthétisées et libérées dans le milieu. La 
synthèse des cytokines est activée par plusieurs voies [Deleo, 2009] : 
 
• L’interaction entre la bactérie et les cellules endothéliales : suite à cette 
interaction, des cytokines (interleukines notamment) sont massivement libérées. 
 
• La sécrétion de toxines bactériennes : celles-ci agissent en tant que Supers 
Antigènes et stimulent donc la réaction inflammatoire en favorisant la libération de 
cytokines. 
 
• Les composants pariétaux et membranaires de la bactérie : ceux-ci sont 





 Les molécules de l'inflammation ainsi sécrétées vont permettre le recrutement des 
neutrophiles par chimiotactisme. En effet, les cellules endothéliales expriment à leur surface 
deux types de protéines : la sélectine E et la sélectine P. Ces molécules permettent, d’une part, 
une adhésion entre les PNN et les cellules endothéliales et stimulent, d’autre part, l'adhésion 
des PNN entre eux. Suite à cette interaction, la membrane plasmique des PNN exprime la 
sélectine L. Ceci permet le passage des neutrophiles depuis la circulation sanguine vers les 












Figure 15 : Mécanisme de recrutement des neutrophiles sur le site de l'infection : chimiotactisme et diapédèse 
[Collège français des pathologistes, 2012]. 
 
 
 b) La Phagocytose 
 
 Une fois sur le site d'infection, les neutrophiles vont reconnaître certains antigènes de 
surface bactériens. Ils possèdent deux types de récepteurs de reconnaissance spécifiques : 
 
• Les récepteurs TLR (Toll Like Receptor) : ils se fixent aux antigènes de surface 
bactériens. Ils reconnaissent des antigènes dits « conservés », c'est à dire présents 
quelque soit la souche de Staphylococcus aureus. On peut citer, par exemple, 
l'acide téichoïque [Rainard, 2006]. On connaît aujourd'hui un grand nombre de 
récepteurs TLR différents (parfois une dizaine de récepteurs TLR différents selon 
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l’espèce étudiée). Chacun d'entre eux reconnaît un ou plusieurs antigènes variés. 
Les récepteurs TLR sont des protéines transmembranaires, possédant un domaine 
extracellulaire riche en résidus leucines. La fixation du ligand spécifique sur le 
domaine de liaison extracellulaire du TLR entraine une cascade d'activation faisant 
intervenir des molécules comme la protéine MyD88 (Myeloïd Differenciation 
Primary-response protein 88). Cette cascade aboutit à l'activation du facteur NF-
kB qui est une protéine activatrice de gènes promoteurs de l'expression de gènes 
codant pour des molécules de l'inflammation telles que les interleukines IL-1, IL-
6, IL-8 et le facteur TNF-alpha [Schukken, 2011]. Ainsi après fixation du 
récepteur TLR à son antigène spécifique, la cascade d’activation déclenchée 
aboutit à l’expression de gènes codant pour des molécules pro-inflammatoires.  
 
• Les récepteurs PGRP (Peptidoglycan Recognition Protein) : ils se fixent aux 
produits de l'activité bactérienne comme les protéines sécrétées qui sont donc 
reconnues comme des antigènes [Rainard, 2006]. 
 
 
Récepteurs TLR Ligands 
TLR - 1 Triacyl des lipoprotéines de surface 
TLR - 2 
Peptidoglycanes et phospholipides 
membranaires, acide téichoïque des bactéries 
Gram positif 
TLR - 4 
Lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram 
négatif 
 
Figure 16 : Exemples de récepteurs TLR et de leurs ligands spécifiques [Schukken, 2011]. 
 
 Suite à l'interaction spécifique entre la bactérie et les récepteurs membranaires des 
neutrophiles (récepteurs TLR et récepteurs PGRP), on observe l'émission de pseudopodes qui 
vont entourer l'agent pathogène et l'inclure progressivement dans le corps cellulaire. On 
retrouve alors un phagosome dans le cytoplasme du neutrophile, la bactérie est internalisée 
















Figure 17 : Le mécanisme de la phagocytose par les neutrophiles [Moreda, 2012]. 
 
 c) L'activité bactéricide des neutrophiles hors phagocytose 
 
 Après la phagocytose, de nombreux mécanismes de défenses et de neutralisation des 
bactéries sont activés. L’activité bactéricide des neutrophiles, hors phagocytose, s’exprime par 
les mécanismes suivants : 
 
• Le stress oxydatif : le phénomène de phagocytose déclenche l'activation d'une 
oxydase membranaire NADPH dépendante. Il en résulte la libération, dans le 
milieu extracellulaire, d'ions super-oxydes qui donneront d’abord du peroxyde 
d'hydrogène puis des radicaux hydroxydes ou des dérivés chlorés comme l'ion 
hypochlorite [Sordillo, 2002]. L'ensemble de ces molécules a une activité 
bactéricide importante par stress oxydatif [Quinn, 2006]. 
 
• La dégranulation : suite à la phagocytose, les granulations cytoplasmiques des 
neutrophiles fusionnent avec la membrane du phagosome. Ce phénomène permet 
la libération de nombreux peptides bactéricides dans le phagosome. Parmi ces 
peptides antibactériens on peut citer : l'alpha-défensine, la lactoferrine, ou de 
nombreuses protéases. Ces dernières sont des enzymes chargées positivement qui 
déstabilisent l'équilibre ionique des parois bactériennes et favorisent la lyse des 

















Figure 18 : Bilan concernant les mécanismes de l'activité bactéricide des neutrophiles [Deleo, 2009]. 
 
 Il a été démontré, par des études in vitro, que les neutrophiles présents dans le tissu 
mammaire sont moins efficaces que les neutrophiles sanguins [Paape, 1977]. Ainsi, 
l'ingestion de globules gras et de caséine du lait par les PNN entraine une diminution du 
nombre de granulations cytoplasmiques contenant des agents antibactériens indispensables 
pour l'élimination de la bactérie contenue dans le phagosome. Par ailleurs, suite au 
phénomène de diapédèse à travers l'épithélium mammaire, la capacité des PNN à créer des 
pseudopodes, nécessaires à l'internalisation de la bactérie, diminueraient nettement. 
 
 Des travaux chez la souris ont montré que la nature de l'agent pathogène envahissant la 
mamelle influence le recrutement des neutrophiles. Ainsi certaines bactéries, comme 
Escherichia coli ou Staphylococcus uberis, responsables de mammites cliniques aigües 
causent un recrutement massif et rapide de PNN. Dans les 12 heures suivant l'inoculation de 
ce type de bactéries dans la mamelle, la concentration du lait en PNN dépasse les 106 
cellules/mL. Ce recrutement important est lié à la synthèse préférentielle des cytokines IL-1 et 
TNF-alpha [Riollet, 2000]. A l'inverse l'infection du tissu mammaire par le Staphylococcus 
aureus, souvent à l'origine de mammite subclinique évoluant vers une infection chronique, 
entraine un recrutement neutrophilique lent, modéré et persistant durant plusieurs mois. Ce 
phénomène est à relier avec une synthèse préférentielle de cytokines IL-8. Cet afflux peu 
important mais permanent de PNN vers le tissu mammaire lors d’infection par le 
Staphylococcus aureus est à l'origine d'une forte diminution de l’activité sécrétrice de la 
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mamelle et donc d’une baisse de la production de lait. La différence de cinétique dans le 
recrutement des neutrophiles vers le tissu mammaire oriente le type d’infection qui s’installe : 
mammite aigüe ou mammite chronique. 
 
 
2) LES MACROPHAGES  
 
 
 Les macrophages sont des monocytes ayant quitté la circulation sanguine et rejoint les 
tissus par un phénomène d'extravasation. Ils sont répartis de manière stratégique dans tous les 
tissus (on les y retrouve en permanence) et sont donc les cellules immunitaires retrouvées en 
majorité dans le tissu mammaire sain.  
 
 a) Activité bactéricide : la phagocytose 
 
 Lors d'une infection, leur rôle premier est la phagocytose : grâce à de nombreux 
récepteurs de surface, ils reconnaissent de manière non spécifique les micro-organismes (un 
macrophage peut phagocyter plusieurs pathogènes différents). Une large diminution des 
capacités de phagocytose des macrophages est observée autour de la mise bas et en début de 
lactation chez de nombreuses espèces (brebis et vaches notamment). Cette diminution a 
comme conséquence directe une sensibilité accrue de la mamelle aux infections autour de la 
mise bas [Waller, 2002]. 
 
 Il a été établi que les macrophages du lait ont une activité de phagocytose réduite par 
rapport aux macrophages présents dans d’autres tissus [Waller, 2002]. Ainsi les macrophages 
du lait sont moins nombreux et moins efficaces que les macrophages présents dans d’autres 
tissus (le tissu cutané par exemple). Il en suit une interrogation quant à leur réelle contribution 
dans les défenses de la mamelle. La détection de l'agent pathogène est en partie possible grâce 
aux macrophages du lait mais leur contribution directe dans l'initiation de l'inflammation reste 
à définir. 
 
 b) Cellules présentatrices d'antigènes 
 
 Les macrophages jouent un rôle primordial en tant que cellules présentatrices 
d'antigènes. Après la phagocytose, des antigènes bactériens sont exposés dans le milieu 
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extracellulaire par leur membrane plasmique en association avec des molécules du Complexe 
Majeur d'Histocompatibilité de classe II (CMH de classe II) [Fitzpatrick, 1992]. Ceci permet 
la mise en place d'une réponse immunitaire spécifique, acquise et d'un phénomène de 
mémoire.  
 
 Ces cellules sont par ailleurs capables de synthétiser des molécules qui accélèrent le 
recrutement des neutrophiles depuis la circulation sanguine (IL-1 et TNF-Alpha notamment). 
On sait aujourd'hui que les macrophages présents dans les alvéoles et l'épithélium du tissu 
mammaire jouent un rôle dans la synthèse de molécules d'attraction des neutrophiles [Elazar, 
2010]. 
 
 c) Contrôle de l'inflammation 
 
 Les macrophages ont enfin un rôle particulier dans le contrôle de l'inflammation. Ils 
phagocytent les neutrophiles présents en excès ou ayant déjà internalisé une bactérie. Ceci 
permet d'éviter un emballement de l'inflammation et un afflux permanent de neutrophiles qui 
aurait, à long terme, des conséquences graves sur l'épithélium mammaire avec notamment une 




3) LES LYMPHOCYTES  
 
 
 Les lymphocytes sont capables de reconnaître les agents pathogènes grâce à des 
récepteurs membranaires spécifiques. On distingue les lymphocytes T et les lymphocytes B. 
Ils ont un rôle dans l'immunité acquise puisqu'ils sont capables de reconnaître spécifiquement 
des antigènes bactériens. Leur rôle dans l'immunité de la mamelle est mal connu. On sait, par 
exemple, que des lymphocytes T sont retrouvés dans le tissu mammaire sain des vaches en 
lactation. Chez la souris, le rôle des différents types de lymphocytes dans l'immunité 






 a) Les Lymphocytes T CD4+ (T helper)  
 
 Ces cellules sont activées par la reconnaissance d'un antigène bactérien associé à une 
molécule du  CMH de classe II à la surface d'une cellule présentatrice d'antigènes (un 
macrophage par exemple). Suite à cette activation, les lymphocytes T  helper peuvent orienter 
la réponse immunitaire vers une réponse de type Th-1 (cellulaire) ou de type Th-2 (humorale). 
Ils synthétisent des molécules immunomodulatrices : des interleukines (notamment l’IL-2) et 
des interférons (notamment l’IFN-gamma). Ces molécules activent la prolifération et la 
différenciation des lymphocytes B [Sordillo, 1997]. 
 
 b) Les Lymphocytes T CD8+ (T cytotoxiques)   
 
 Ces cellules reconnaissent les antigènes liés à une molécule du Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité de classe I (CMH de classe I) et sont ainsi capables d'entrainer la lyse de 
cellules de l'hôte ayant été envahies par la bactérie ou présentant des dommages importants. 
Les lymphocytes T cytotoxiques ont donc un rôle « d'éboueurs », en éliminant les cellules du 
tissu mammaire endommagées qui pourraient, par leur présence, augmenter la sensibilité de la 
mamelle à l'infection. On sait aussi que les lymphocytes T CD8+ ont un rôle dit 
« suppresseur » puisqu'ils synthétisent des cytokines à action immunosuppressive et anti-
inflammatoire comme l'interleukine IL-10 [Park, 1993]. Ces molécules auraient une action 
inhibitrice sur les lymphocytes T CD4+. Le ratio [Lymphocytes T CD8+  cytotoxiques / 
Lymphocytes T CD8+  suppresseurs] serait la clef d’une éventuelle résistance ou d’une 
éventuelle sensibilité aux mammites dues au Staphylococcus aureus. Des études ont montré 
que, lors d'infections chroniques à Staphylococcus aureus, la population de lymphocytes T 
CD8+  suppresseurs est supérieure à la population de lymphocytes T CD8+  cytotoxiques. Un 
plus grand nombre de lymphocytes T CD8+ suppresseurs par rapport aux lymphocytes T 
cytotoxiques favoriserait la persistance de l'infection et la survie de la bactérie dans le tissu 
mammaire puisque ces cellules synthétisent des molécules immunosuppressives [Park, 
1993]. 
   
 c) Les Lymphocytes T gamma-delta  
 
 Le rôle de ces cellules dans l’immunité du tissu mammaire est assez mal connu. On 
sait que ces cellules sont en général présentes au niveau des épithéliums. Elles sont capables 
d'éliminer les cellules hôtes endommagées. 
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 d) Les Lymphocytes B  
 
 Le premier rôle de ces cellules est la production d'anticorps spécifiques de certains 
antigènes. Grâce à leurs récepteurs membranaires, les lymphocytes B sont capables de 
reconnaître certains antigènes de manière spécifique. Ils se lient alors à l'antigène ainsi 
reconnu et peuvent agir comme cellules présentatrices d'antigènes associés à des molécules du 
CMH de classe II. Ils présentent donc l'antigène bactérien aux lymphocytes T CD4+ qui 
libèrent massivement des interleukines (IL-2, IL-4 notamment). Par la suite et sous activation 
de l'interleukine IL-2, ils prolifèrent, regagnent la circulation sanguine et se différencient en 
plasmocytes. Les plasmocytes sont des cellules capables de produire à la fois des anticorps et 
des cellules immunitaires « mémoire » (lymphocytes B mémoire), spécifiques de l'antigène 
rencontré [Sordillo, 1997]. Cette différenciation est notamment liée à des interactions 
complexes entre le lymphocyte B et l'endothélium vasculaire. Les lymphocytes B sont donc 
les acteurs de la mise en place d'une réponse immunitaire spécifique et durable (mémoire 
immunitaire) [Swanson, 2004]. 
 
 
4) LES CELLULES NATURAL KILLER (NK)  
 
 
 Il s'agit de lymphocytes ayant une activité cytotoxique indépendante du Complexe 
Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Ils possèdent un récepteur membranaire Fc qui 
reconnaît les antigènes bactériens, viraux ou même certaines cellules tumorales. Après cette 
reconnaissance la cellule hôte endommagées est détruite grâce à la synthèse de perforine 
[Shafer-Weaver, 1996]. Dans la mamelle, leur activité cytotoxique suggère que ces cellules 
sont capables de détruire les cellules épithéliales endommagées mais leur rôle précis reste 
encore à définir [Mackay, 1991]. 
 
 
5) LES CELLULES ÉPITHÉLIALES MAMMAIRES 
 
 
 Les cellules épithéliales mammaires sont directement en contact avec les bactéries. 
Des travaux, concernant le rôle joué par ces cellules dans la reconnaissance du pathogène et le 
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déclenchement de l'inflammation, ont montré que ces cellules expriment des récepteurs TLR, 
« Toll-Like Receptors », du même type que ceux retrouvés à la surface des neutrophiles 
[Strandberg, 2005]. Les récepteurs TLR des cellules épithéliales mammaires, comme ceux 
des neutrophiles, sont des récepteurs capables de reconnaître certains antigènes de surface  
bactériens. 
 
 Ils peuvent se lier aux peptidoglycannes et à l'acide folique membranaire des bactéries 
Gram positif (comme le Staphylococcus aureus) mais aussi aux lipopolysaccharides des 
bactéries Gram négatif. Ils sont largement exprimés à la surface des neutrophiles [Swanson, 
2004]. Après la reconnaissance de l’antigène bactérien, les cellules épithéliales sont capables 
de synthétiser des médiateurs de l'inflammation comme les cytokines (notamment IL-1, IL-6 
et IL-8) et des peptides antibactériens. Des études ont montré que la stimulation in vitro de 
cellules épithéliales mammaires bovines par le Staphylococcus aureus provoquent la synthèse 
d'interleukines IL-8 mais aussi de chemokines comme la CCL5 qui agissent sur les 













Activation de gènes codant pour des peptides antimicrobiens et de gènes codant pour 
des molécules inflammatoires 
(TNF alpha, IL-1, IL-6) 
 
 
Figure 19 : Reconnaissance d'antigènes bactériens par les récepteurs TLR exprimés à la surface des cellules 
épithéliales et cascade d'activation aboutissant à l'expression de différents gènes : gènes codant pour des peptides 




Par ailleurs, les cellules épithéliales ont montré la capacité, in vitro, de synthétiser la 
protéine SSA (Sérum Amyloid A), qui aurait un rôle pro-inflammatoire lors de mammites 
bactériennes [Wellnitz, 2004]. 
 Enfin, les cellules épithéliales ont été identifiées comme les producteurs majoritaires 
(devant les neutrophiles et les macrophages) de défensines. Les défensines sont des peptides 
possédant des domaines polaires et des domaines apolaires capables d'une activité 
antibactérienne. On distingue deux groupes de défensines : les défensines Alpha et les 










III. FACTEURS DE DÉFENSE SOLUBLES 
 
 
 Les facteurs de défense solubles regroupent à la fois des éléments de la réponse 
immunitaire innée et des éléments de la réponse immunitaire acquise.  
 
 
1) LA LACTOFERRINE  
 
 
 La lactoferrine est une molécule produite par les cellules épithéliales mammaires. 
L'effet anti-bactérien de la lactoferrine vient de plusieurs mécanismes. 
 
 D’une part, la lactoferrine est bactériostatique. En effet, il s'agit d'une protéine se liant 
au fer, le rendant ainsi inutilisable par les bactéries. Elle a donc une action bactériostatique 
pour les bactéries dépendantes du fer pour leur croissance (particulièrement les bactéries 
coliformes et les staphylocoques lors des premiers stades de l'infection). En se liant au fer elle 
limite la croissance et le développement bactérien. Par ailleurs, en rendant le fer inutilisable 
pour les bactéries, elle inhibe la production d'une enzyme bactérienne capable d'inactiver les 
ions superoxides et de limiter la phagocytose : la dismutase. La lactoferrine améliore donc 
l'activité bactéricide des neutrophiles. En présence de lactoferrine, les bactéries sont plus 
sensibles à la phagoctose et au stress oxydatif [Johansen, 1999]. 
  
 D’autre part, la lactoferrine possède une activité bactéricide. Sa structure fait d'elle une 
protéine à la fois polaire et apolaire, elle peut donc agir comme une protéine chargée 
positivement en modifiant la structure membranaire des bactéries. Ces dernières sont alors 
plus sensibles à la pression osmotique du milieu [Van der Strate, 2001].  
 
 
2) LA TRANSFERRINE  
 
 
 Il s'agit d'une autre protéine de liaison au fer, elle est présente en concentration 
importante dans le lait des souris et des rates. Elle est recrutée depuis le sang vers le site 
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d'infection par exsudation. Elle a une action bactériostatique similaire à celle de la lactoferrine 
puisqu’elle rend le fer inutilisable par les bactéries. 
 
 
3) LE LYSOZYME  
 
 
 Il s'agit d'une protéine bactéricide présente dans le lait. Elle agit en modifiant la 
structure et en clivant les peptidoglycanes de la membrane de certaines bactéries. Elle 
favorise, par ailleurs, l'action de la lactoferrine [Rainard, 2006]. 
 
 
4) LA LACTOPEROXIDASE  
 
 
 Cette enzyme bactériostatique agit en présence d'ions thiocyanates et de peroxyde 
d'hydrogène, avec qui elle forme un complexe. Ce complexe exerce son activité 
bactériostatique en produisant l'ion hypothiocyanate qui inhibe la croissance bactérienne. La 
présence d'ion thyocyanate et d'hydrogène peroxydé dans la mamelle dépend notamment de 
l'alimentation de l'animal [Rainard, 2006]. 
 
 
5) LA XANTHINE OXYDASE  
 
 
 Il s'agit d'une enzyme de la membrane des globules gras du lait. Dans des conditions 




6) LES DÉFENSINES   
 
 
 Il s'agit d'un ensemble de peptides ayant des domaines polaires et apolaires. On 
distingue les défensines Alpha et les défensines Beta. De nombreuses cellules sont capables 
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de les synthétiser : les neutrophiles, les macrophages et les cellules épithéliales mammaires. 
Leur action diffère suivant qu’elles se trouvent en milieu intracellulaire ou en milieu 
extracellulaire. Ainsi en milieu intracellulaire, elles participent à l'élimination de la bactérie 
internalisée dans le phagosome. En milieu extracellulaire, elles ont un rôle 
immunomodulateur : elles participent, par exemple, au chimiotactisme d'attraction des 
monocytes sanguins [Rainard, 2006]. 
 
 
7) LES CYTOKINES  
 
 
 Il s'agit d'un ensemble de molécules immunomodulatrices présentes dans le tissu 
mammaire. On distingue les Interkeukines (IL), les « Colony Stimulating Factors » (CSF), les 
Interférons (INF) et les « Tumors Necrosing Factors » (TNF) [Sordillo, 1997].  
 
a) Les Interleukines IL-1, IL-6 et IL-8   
 
 Il s'agit de médiateurs de l'inflammation aigüe, elles entrainent le recrutement des 
PNN sur le site de l'infection (pouvoir chimio-attracteur) et améliorent leur activité de 
phagocytose. Ce sont donc des cytokines pro-inflammatoires, elles activent, notamment, 
l'expression de gènes codant pour d'autres facteurs de l'inflammation [Sordillo, 1997]. 
    
 b) L'Interleukine IL-2  
 
 Il s'agit de l'interleukine majoritaire dans le tissu mammaire. Elle est produite par les 
lymphocytes T. Elle assure l'expansion clonale des lymphocytes T et B. Elle stimule l'activité 
bactéricide des lymphocytes et active les cellules Natural-Killer (NK) [Sordillo, 1997]. 
 
 
 c) Les Interleukines IL-4 et IL-13  
 
 Il s'agit de cytokines anti-inflammatoires, elles suppriment l'expression de gènes 





 d) Les Colony Stimulating Factors, CSF  
 
 Il s'agit de glycoprotéines produites par de nombreux types de cellules comme les 
fibroblastes, les macrophages et les lymphocytes T. Ils agissent en se liant à des récepteurs 
spécifiques présents sur les membranes de leurs cellules cibles. On distingue [Sordillo, 1997] 
: 
 
• Le G-CSF : il entraine le recrutement des neutrophiles sanguins vers le tissu 
mammaire et le lait, il favorise aussi leur activité de phagocytose. 
 
• Le GM-CSF : il permet un recrutement massif de cellules phagocytaires 
(neutrophiles et macrophages) et favorise l'activité cytotoxique des lymphocytes 
(les lymphocytes T CD8+). 
 
• Le M-CSF : il a une action sur les macrophages en régulant leur prolifération et 
leur différenciation. 
 
 e) Les Interférons, IFN  
 
 On distingue [Sordillo, 1997] :  
 
• Les IFN de Classe I : il s’agit des IFN-Alpha, des IFN-Beta, des IFN-Oméga et 
des IFN-Teta. 
 
• Les IFN de Classe II : il s’agit de l'unique IFN-Gamma. 
 
L’IFN-Gamma est produit par les lymphocytes T, il aurait un rôle particulier dans le 
tissu mammaire en augmentant les capacités de phagocytose des neutrophiles et en limitant la 
diminution des sécrétions mammaires liée à l'infection. 
 
 f) Les Tumor Necrosing Factors, TNF  
 
 Parmi les TNF, le TNF-Alpha aurait un rôle particulier lors d'infections du tissu 
mammaire. Il est, par exemple, à l'origine du choc endotoxinique observé parfois en phase 
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aigüe de mammites dues à des bactéries coliformes. Il est connu pour augmenter les facultés 
de phagocytose des neutrophiles [Sordillo, 1997]. 
 
 
8) LES ANTICORPS  
 
 
 Il s'agit des principaux effecteurs immunitaires solubles spécifiques (réponse 
immunitaire acquise). Ils sont produits par les lymphocytes B activés par la reconnaissance 
d'un antigène. Les concentrations respectives en immunoglobulines (Ig) varient selon les 
stades de lactation. De nombreux travaux ont montré qu'autour de la mise bas, l'expression et 
l'activité des anticorps sont modifiées ce qui est à relier avec l'immunosuppression locale et à 
la sensibilité accrue de la mamelle aux infections au cours de cette période [Mallard, 1998].  
 
 La bactérie Staphylococcus aureus est en général considérée comme une bactérie à 
développement extracellulaire, cependant dans le tissu mammaire, on sait qu'elle est 
rapidement internalisée dans les cellules épithéliales, les neutrophiles et les macrophages et 
qu'elle peut y survivre [Almeida, 1996]. On suppose que seuls les anticorps « anti-facteurs de 
virulence » peuvent avoir un pouvoir de neutralisation sur le Staphylococcus aureus et limiter 
ainsi l'envahissement du tissu. Après des infections intra-mammaires expérimentales chez la 
vache, on retrouve une augmentation de la concentration sanguine en anticorps. En revanche, 
dans le lait, certains types d’immunoglobulines voient leur concentration augmenter alors que 
pour d’autres types, la concentration est inchangée. Par exemple, la concentration en 
Immunoglobulines G1 augmente dans le lait dans les 15 premiers jours suivants l'inoculation 
du Staphylococcus aureus alors que la concentration en Immunoglobulines G2 n'est pas 
modifiée [Atalla, 2010]. Dans la mamelle, on distingue quatre classes d'immunoglobulines 
ayant un rôle dans les mécanismes de défense. 
 
 a) Les Immunoglobulines M  
 
 Cette immunoglobuline est activée par le complément, elle ne devient efficace 
qu'après la fixation avec des effecteurs du complément comme le fragment C3b. Elle a alors 
une activité d'opsonisation (amélioration de la reconnaissance des antigènes bactériens par les 




 b) Les Immunoglobulines G1  
 
 Cet isotype est retrouvé dans les sécrétions d'une mamelle saine. Il est synthétisé par 
les lymphocytes B dans les noeuds lymphatiques et gagne le site d'infection en suivant la 
diapédèse des neutrophiles. Il est capable d'opsoniser les bactéries afin d'améliorer les 
capacités de phagocytose des neutrophiles et des macrophages. Il est à noter que les 
mécanismes de transport des Ig G1 et Ig G2 depuis la circulation sanguine vers le tissu 
mammaire sont mal connus. Dans l'intestin, on sait que ce transport est favorisé par une 
protéine FcRn Receptor (un hétérodimère dont l'une des sous unité est une béta-2-
microglobuline). Cependant, pour la mamelle, la délétion des gènes codant pour cette protéine 
n'affecte pas la concentration en Ig G1 et Ig G2 du lait. Cette protéine FcRn Receptor n’aurait 
donc pas un rôle majeur dans le transport des Ig G1 et Ig G2 depuis la circulation sanguine 
vers le tissu mammaire [Velin, 1996]. 
 
 c) Les Immunoglobulines G2  
 
 Cet isotype est retrouvé lors d'une inflammation du tissu mammaire, il suit la 
diapédèse des neutrophiles vers le site de l'infection. Les Ig G2 sont synthétisées dans les 
noeuds lymphatiques et sont capables, tout comme les Ig G1, d'améliorer la phagocytose par 
opsonisation des bactéries [Velin, 1996].  
 
 d) Les Immunoglobulines A  
 
 Cet isotype est synthétisé par les lymphocytes B dans la mamelle, sous forme d'un 
dimère. Il faudra une interaction avec le récepteur spécifique des Ig A de la membrane apicale 
des cellules épithéliales mammaires, pour obtenir une Ig A fonctionnelle. Celle-ci se compose 
alors de 4 chaînes lourdes, 4 chaînes légères, une chaîne polypeptidique de liaison et une 
chaîne provenant du récepteur des cellules épithéliales [Johanssen, 1999]. Dans le lait, les Ig 
A sont souvent associées à la matière grasse ou aux caséines. Elles ne possèdent aucune 
capacité d'opsonisation mais jouent un rôle important dans la neutralisation des toxines, elles 
limitent, par ailleurs, la diffusion de la bactérie au sein du tissu mammaire et vers d’autres 








9) LE COMPLÉMENT  
 
 
 Il s'agit d'un ensemble de molécules présentes dans le sérum et le lait (à faibles 
concentrations dans les conditions physiologiques). On connaît actuellement 29 molécules du 
complément. Celles-ci sont sécrétées majoritairement par les hépatocytes et les macrophages 
tissulaires. Mais certaines cellules comme les cellules épithéliales digestives, urinaires et les 
fibroblastes de la peau semblent aussi capables de synthétiser certains effecteurs du 
complément. La synthèse des molécules du complément est régulée, d'une part, par leur 
propre concentration sérique. D'autre part, certaines molécules de l'inflammation comme les 
cytokines stimulent les gènes activateurs des gènes codant pour les effecteurs du complément 
[Rainard, 2003].  
 
 L'activité du complément est liée à la présence de récepteurs spécifiques sur la 
membrane des cellules cibles. L'activation du complément se fait selon trois voies distinctes : 
 
• La voie classique 
• La voie alterne 






























Figure 20 : Différentes voies d'activation du complément suite à la détection d'antigènes bactériens : la voie 
classique, la voie alterne et la voie des lectines [Mbouiti, 2008]. 
 
 Le complément joue un rôle particulièrement important dans l'immunité de la 
mamelle. On sait aujourd'hui que les molécules du complément se retrouvent en 
concentrations, parfois importantes, dans le lait. Ainsi, le facteur C3 se retrouve en 
concentration plus élevée dans le lait d'une mamelle infectée que dans le sérum [Rainard, 
2003]. Dans les conditions physiologiques, le passage des effecteurs du complément du sang 
vers le lait se fait par transsudation. Dans une mamelle infectée, l'épithélium mammaire est 
endommagé et un phénomène d'exsudation est possible (ce qui explique des concentrations 
différentes entre le lait et le sang).  
 
 a) L'opsonisation des bactéries 
 
 L'activation du complément entraine la libération de fragments des facteurs C3 et C4 : 
les fragments C3b, C3bi et C4b notamment. Ces fragments reconnaissent les antigènes de 
surface bactériens et s'y lient. Cette liaison entre les molécules du complément et les antigènes 
bactériens facilite la reconnaissance de ces antigènes par les cellules phagocytaires (les 
neutrophiles et les macrophages).  
 
La comparaison entre des laits de vaches provenant de mamelles saines et de mamelles 
infectées par le Staphylococcus aureus a montré que le facteur C4 n'intervient que dans des 
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tissus infectés. Ces différences de concentrations entre les mamelles saines et infectées 
montrent que les voies d'activation du complément changent selon la présence ou non 
d’agents pathogènes [Frank, 1991] : 
 
• Dans une mamelle saine : le complément est activé par la voie classique. 
 
• Dans une mamelle infectée : le complément est activé par la voie classique et la 
voie des lectines. 
  
 L'opsonisation favorise la reconnaissance et l'adhésion des phagocytes avec les 
bactéries. La dénaturation des protéines du complément par un traitement thermique du lait 
entraine une diminution de l'activité de phagocytose des neutrophiles. 
 
 b) Le recrutement des phagocytes 
 
 L'activation du complément sur le site d'infection permet la libération des fragments 
C3a, C4a et C5a qui sont des molécules de l'inflammation. Ils favorisent le recrutement des 
neutrophiles vers le tissu infecté par plusieurs mécanismes [Frank, 1991] : 
 
• Vasodilatation et augmentation de la perméabilité de l’endothélium 
vasculaire : ces phénomènes favorisent la diapédèse des neutrophiles. 
 
• Pouvoir chimio-attracteur : ils exercent une attraction par chimiotactisme sur les 
neutrophiles, mais aussi les éosinophiles, les basophiles, les monocytes et les 
lymphocytes. 
 
 Dans le même temps, ces fragments, et particulièrement le fragment C5a, entraine une 
modification des récepteurs membranaires des neutrophiles pour les bactéries opsonisées. Ces 
récepteurs ont alors une affinité plus élevée pour les antigènes bactériens déjà fixés au 
complément ce qui favorise la phagocytose.  
 
Enfin, les fragments C3a, C4a et C5a stimulent l'activité bactéricide des neutrophiles 
hors phagocytose : le stress oxydatif et la libération de peptides anti-bactériens notamment 




 c) L'activation des phagocytes 
 
 Les fragments du complément, et en particulier, le fragment C5a sont aussi connus 
pour leur activité de stimulation de la phagocytose par les neutrophiles. Les neutrophiles ne 
sont, en effet, capables de phagocytose qu'après une activation par certaines molécules telles 
que les interleukines ou le TNF-Alpha mais aussi le fragment C5a [Yancey, 1988].  
 
 d) Limites de l'activité du complément dans le lait 
 
 L'activité bactéricide et le recrutement des neutrophiles par le complément sont moins 
efficaces dans le lait que dans le sérum [Rainard, 1984]. Le lait a un effet protecteur pour 
certaines bactéries face au système immunitaire. La composition du lait explique l'inhibition 
qu'il exerce sur le complément. Les globules gras et la caséine du lait sont inhibiteurs de 
l'activité de certains fragments du complément comme le C3a. La lactoferrine agit également 
























IV. RÉGULATION DE L'IMMUNITÉ DE LA MAMELLE 
 
  
1) LES HORMONES  
 
 
 Les premiers effecteurs de la régulation de l'immunité de la mamelle sont les 
hormones.  
  
 On peut tout d'abord s'intéresser aux hormones de stress dont les concentrations sont 
particulièrement élevées autour de la mise bas. Parmi ces hormones, les glucocorticoïdes 
semblent jouer un rôle majeur dans la diminution des défenses immunitaires autour du part. 
En effet, la membrane des neutrophiles possède un récepteur aux glucocorticoïdes tels que la 
dexaméthasone. L'interaction entre l'hormone et le PNN entraine une diminution de leur 
migration vers le site d'infection et une diminution de leur activité de phagocytose. Les 
neutrophiles sont donc moins nombreux et moins efficaces dans le tissu mammaire autour de 
la mise-bas [Preisler, 2000]. 
 
 D'autres catégories d'hormones peuvent interférer avec les défenses immunitaires de la 
mamelle. On peut citer les hormones sexuelles telles que l'oestradiol dont la diminution de 
concentration dans les sécrétions mammaires entraine une diminution de l'activité 
d'opsonisation du complément [Osterlundh, 1998]. 
 
 
2) LA REGULATION GENETIQUE 
 
 
 On sait désormais que le recrutement massif des neutrophiles est lié à l'expression de 
nombreux gènes. Des travaux ont été menés chez la brebis. Deux lignées ont été étudiées : 
 
• Une lignée de brebis sensibles à l'infection intra-mammaire par le Staphylococcus 
aureus 





 Après infection, chez ces deux lignées, les comptages des cellules somatiques sont 
identiques. En revanche, la charge bactérienne est moindre chez les brebis résistantes. L'étude 
de l'expression génétique différentielle chez les deux lignées de brebis a montré que certains 
gènes étaient surexprimés chez les brebis résistantes [Bonnefont, 2011]. 
 
 On a ainsi identifié un certains nombre de gènes qui sont surexprimés chez les brebis 
résistantes [Bonnefont, 2011] : 
 
• Gènes codant pour des récepteurs de reconnaissance des antigènes 
bactériens : on peut citer, par exemple, les gènes codant pour les récepteurs TLR2 
exposés à la surface des neutrophiles. 
 
• Gènes impliqués dans la synthèse des cytokines : il s’agit de cytokines pro-
inflammatoires qui attirent les neutrophiles sur le site de l’infection par 
chimiotactisme. 
 
• Gènes codant pour des protéines d’adhésion entre les neutrophiles et les 
cellules endothéliales : ces protéines favorisent le phénomène de diapédèse 
responsable du recrutement des PNN vers le tissu mammaire. 
 
• Gènes codant pour des protéines de régulation de la réponse immunitaire : on 
peut citer le gène codant pour la protéine RAR-Alpha qui est un récepteur aux 
dérivés de la vitamine A et qui stimule l'activité des macrophages, des neutrophiles 
et des cellules Natural-Killer. 
 
 Tous ces gènes comptent donc parmi l'ensemble des très nombreux autres gènes qui 
interviennent dans la mise en place de la réponse immunitaire mais également dans la 
régulation et l'adaptation de celle-ci. La stimulation de leur expression lors de mammites à 
Staphylococcus aureus est un exemple de la régulation génétique que subit l’immunité de la 





V. ÉCHAPPEMENT ET RESISTANCE AU SYSTÈME IMMUNITAIRE 




 Grâce à l’étude des mammites provoquées par le Staphylococcus aureus, on sait que 
cette bactérie a développé des mécanismes d'échappement et de résistance aux effecteurs de 
l'immunité mammaire. Ces mécanismes permettent la survie, la croissance de la bactérie et 




1) LA PROTEINE A 
 
 
 La protéine A est une protéine de surface du Staphylococcus aureus. Elle possède une 
affinité particulière pour le fragment Fc de nombreuses Immunoglobulines G et peut donc se 
lier à elles [Dossett, 1969]. En se liant aux Ig G, elle empêche l'opsonisation et limite donc 
largement la phagocytose des bactéries par les neutrophiles. Le rôle de la Protéine A dans la 
virulence du Staphylococcus aureus a été démontré dans le modèle d’induction de mammites 
expérimentales chez la souris en 1990 [Jonsson, 1985]. 
 
 




 Lors de la première phase de réponse immunitaire de l'hôte, ce sont les neutrophiles 
qui jouent un rôle prépondérant dans la reconnaissance des antigènes bactériens. Différentes 
études ont permis d'identifier des molécules qui empêchent la reconnaissance de la bactérie 
par les récepteurs des neutrophiles. On peut, par exemple, citer la molécule « CHIPS » 
(Chemotaxis Inhibitory Protein of Staphylococcus aureus) qui se lie aux récepteurs 
membranaires des neutrophiles comme les récepteurs TLR [De Haas, 2004]. En se liant aux 
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récepteurs TLR, les molécules « CHIPS » empêchent la reconnaissance et la liaison du 
neutrophile avec l’antigène bactérien. 
 
 
3) LA CAPSULE 
 
 
 La capsule bactérienne est une structure polysaccharidique qui entoure la paroi 
cellulaire. Des études ont montré que 85 à 95 % des souches de Staphylococcus aureus isolées 
lors de mammites chez les bovins produisent une capsule [Norcross, 1983]. In vitro, la 
production de souches de Staphylococcus aureus encapsulées est facilitée par une culture dans 
un milieu enrichi en mannitol, en lactose et en NaCl. Le lait (milieu riche, notamment, en 
lactose) apparaît donc comme un milieu favorisant la synthèse d’une capsule. Ceci explique la 
prévalence élevée des souches encapsulées lors de mammites.  
 
 Les souches encapsulées sont plus virulentes et montrent une résistance à la 
phagocytose plus élevée que les souches dépourvues de capsule [Watson, 1982]. Des travaux 
concernant l'influence de la capsule de sérotype 5 (CP5) sur la virulence de souches de 
Staphylococcus aureus ont été réalisés. Il s'agit de travaux utilisant le modèle murin. Les 
souris recevaient une charge bactérienne soit en voie intraveineuse soit en voie 
intrapéritonéale [Thakker, 1998]. Cette étude révèle à quel point le milieu de culture de la 
bactérie influence l'expression ou non de certains gènes codant pour des facteurs de virulence. 
La température, l'osmolarité, la concentration en oxygène ou en CO2 sont à prendre en compte 
pour favoriser ou non l'expression des gènes codant pour les composants de la capsule CP5. 
Au final, la synthèse de CP5 permet aux souches bactériennes inoculées en voie 
intrapéritonéale d'échapper à l'opsonisation et donc à la phagocytose. Les souches encapsulées 
envahissent rapidement le tissu et rejoignent la circulation sanguine (la bactériémie est plus 
précoce pour les souches encapsulées que pour les souches non encapsulées). Dans la 














 L'un des mécanismes jouant un rôle majeur dans l'échappement au système 
immunitaire de l'hôte est la formation de biofilms. Un biofilm se définit comme une 
population de bactéries qui adhère à une surface (cathéter, implants, tissu de l'hôte) et qui est 
enrobée dans une matrice polysaccharidique. Cette matrice forme un réseau dense qui 
camoufle les bactéries et les rend « invisibles » auprès des agents du système immunitaire de 
l'hôte. Les bactéries ne sont alors pas détectées par les récepteurs de reconnaissance 
membranaires des neutrophiles ou des macrophages [O'Riordan, 2004]. 
 
 La formation d'un biofilm se fait en plusieurs étapes : 
 
• L'adhésion des bactéries à la surface colonisée 
• L'adhésion des bactéries entres elles, sous forme en micro-colonies 
• La synthèse du réseau polysaccharidique  
  
 Au sein d'un même biofilm, les micro-colonies de bactéries sont reliées entre elles par 
des canaux aqueux qui permettent le passage de l’oxygène et des nutriments nécessaires à la 
croissance bactérienne au sein du biofilm. Ces mêmes canaux permettent également 
l'évacuation des déchets du métabolisme [Filloux, 2003].  
 
 On sait aujourd'hui que les biofilms peuvent être « multi-espèces ». La cohabitation de 
différentes espèces de bactéries favorise le transfert horizontal de gènes et serait à l'origine de 




5) MECANISMES DE SURVIE DANS LE PHAGOSOME 
 
 
 Même après la phagocytose, les bactéries sont capables de résister aux agents 




 D'une part, il existe des phénomènes de résistance au stress oxydatif. La bactérie 
Staphylococcus aureus synthétise des enzymes qui dénaturent l'ion superoxyde, c’est le cas, 
par exemple, de la « superoxyde dismutase ». Le pigment responsable de la coloration « jaune 
or » des colonies a également été reconnu comme un agent important dans l'échappement au 
stress oxydatif [Liu, 2005]. 
 
 D'autre part, le Staphylococcus aureus est capable d'opérer un changement dans la 
composition de sa membrane diminuant ainsi son affinité pour les peptides bactéricides 
libérés lors de la dégranulation des neutrophiles. On sait aujourd'hui que le Staphylococcus 
aureus est capable d’ajouter des phospholipides chargés positivement à la composition de sa 
membrane. Ceci empêche l'adhésion des protéases cationiques qui sont des enzymes chargées 
positivement et qui ont donc une affinité pour la membrane bactérienne lorsqu’elle est 
globalement chargée négativement. Les peptides bactéricides n'ont alors plus de moyen 
d'action sur la membrane des Staphylocoques.  
 
Enfin, certaines enzymes bactériennes ont une activité lytique sur les peptides 
bactéricides, c'est le cas de certaines protéases comme les staphylokinases [Sieprawska-

























Réductase de l'ion hyperoxyde Résistance au stress oxydatif 
Catalase Détoxification du peroxyde d'hydrogène 
Pigment caroténoïde de surface Résistance au stress oxydatif 
Protéases Elimination peptides bactéricides 
Staphylokinase Résistance aux alpha-défensines 
Protéine A Inhibition de la phagocytose 
Polysaccharide d'adhésion intercellulaire 




Figure 21 : Exemples de mécanismes d'échappement et de résistance au système immunitaire de l'hôte 
développés par le Staphylococcus aureus. 
 
 




 Les mammites sont un véritable problème pour les éleveurs. L’une des difficultés dans 
la lutte contre les mammites à Staphylococcus aureus, c'est qu'elles peuvent rapidement 
évoluer en infections chroniques. On sait aujourd'hui que différents facteurs interviennent 
dans les mécanismes d'installation de la chronicité de l'infection.  
 
 En premier lieu, on peut citer la capacité du Staphylocoque doré à adhérer 




• Les cellules épithéliales 
• Les cellules allongées qui composent la paroi des alvéoles 
• Les macrophages présents dans le tissu alvéolaire et l'épithélium mammaire 
  
 De cette adhésion découle une internalisation de la bactérie, qui est capable de 
survivre et de se développer au sein des ces populations de cellules, échappant ainsi aux 
effecteurs de l'immunité. 
 
 Lors de mammites chroniques chez la vache, on sait désormais que le Staphylococcus 
aureus modifie la réponse immunitaire de l'hôte. Il a une activité cytotoxique pour les 
lymphocytes sanguins et réduit considérablement la prolifération des lymphocytes dans le lait. 
Des études ont montré une diminution de certaines populations de lymphocytes dans le lait de 
mamelles infectées par le Staphylococcus aureus. De même des modifications sont observées 




 Lymphocytes T CD4 + Lymphocytes T CD8 + Lymphocytes B 
Lait de la mamelle 
infectée 
Diminution Diminution Augmentation 
Sang Diminution Augmentation Augmentation 
 
Figure 22 : Modifications des populations de lymphocytes T et B dans le lait et le sang de vaches à mammites 
chroniques provoquées par le Staphylococcus aureus [Grönlund, 2006]. 
 
 En comparaison, lors de mammites aigües, le nombre de lymphocytes T augmente 
dans le sang et dans le lait, l'augmentation du nombre de lymphocytes T CD8 + est plus 
marquée que celle des lymphocytes T CD4 +. Ces différences sont expliquées par 
l'immunosuppression induite par le Staphylocoque doré lors de l'installation de mammites 
chroniques. L'entérotoxine C est, par exemple, connue pour son activité cytotoxique sur les 
populations des lymphcytes T CD4 + et T CD8 + [Ferens, 1998]. Le Staphylococcus aureus a 
donc la capacité de diminuer l’afflux et la prolifération de certaines cellules immunitaires 
recrutées (les lymphocytes T notamment) lors d’infections du tissu mammaire. Il en résulte 
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l’installation de mammites chroniques avec une persistance de la bactérie et donc de 
l’infection dans la mamelle. 
 
 L’'augmentation de la population de lymphocytes B est à relier avec une orientation de 
la réponse immunitaire vers une réponse de type humoral. Le Staphylococcus aureus est 
capable de moduler la réponse immunitaire : il l’oriente vers une réponse de type humoral. 
Cette réponse humorale s'avère inefficace puisque la bactérie a une capacité de survie et de 
développement intracellulaire, ce qui lui permet d'échapper à la reconnaissance par les 
anticorps [Ferens, 1998].  
 
 Enfin, le Staphylococcus aureus réduit la capacité de phagocytose des neutrophiles 
recrutés dans le tissu mammaire [Niemialtowski, 1988]. L'efficacité des réponses 









VI. MODIFICATIONS HISTOLOGIQUES ET FONCTIONNELLES DU 




1) MODIFICATIONS HISTOPATHOLOGIQUES DE LA MAMELLE  
 
 
 a) Modifications histologiques observées  
 
 Suite à l'inoculation du Staphylococcus aureus dans des mamelles de vaches en 
lactation, on peut observer de nombreuses modifications histologiques. Ces modifications 
évoluent jusqu'au dixième jour post-inoculation, à partir du dixième jour, on décrit une perte 
quasi totale de l’activité sécrétrice du quartier infecté. 
 
 Ainsi, après inoculation du Staphylococcus aureus dans la mamelle, on observe une 
augmentation du nombre de zones stromales interalvéolaires. L'épithélium mammaire est 
abîmé, les lumières alvéolaires sont réduites et on y retrouve des débris cellulaires et des 
neutrophiles. Les cellules épithéliales endommagées sont peu adhérentes à la membrane 
basale, certaines zones de leur cytoplasme paraissent gonflées. Les mitochondries et le 
réticulum endoplasmique apparaissent également endommagés. Progressivement la part de 
l'épithélium ayant une activité sécrétrice diminue au profit de l'épithélium non sécrétoire. Ces 
modifications aboutissent soit à une nécrose du parenchyme glandulaire soit à une 
différenciation en tissu non sécrétoire. L'évolution est d'autant plus rapide que le parenchyme 
glandulaire est proche des sinus par lesquels a eu lieu l'inoculation [Chandler, 1970].  
 
 Etant donné que la majorité des bactéries se trouvent à l'intérieur des phagocytes (on 
observe très rarement des coques libres dans le parenchyme), il a été supposé que les 
modifications de l'épithélium étaient dues à l’action des toxines produites par les bactéries en 
multiplication dans d'autres zones de la glande. Ces toxines diffusent à travers les canaux et le 







 b) Modifications fonctionnelles observées 
 
 D'autres travaux ont permis de comprendre les phénomènes de dégénérescence que 
subissent les cellules épithéliales lors d'infections intra-mammaires [Chandler, 1970]. Lors 
de l'inoculation du Staphylococcus aureus dans la mamelle de souris de laboratoire, les coupes 
histologiques montrent une modification fonctionnelle du tissu mammaire. Cette évolution est 































Type de cellules Description 
« Dense Type » 
Les cellules sont riches en organites, le 
cytoplasme est riche en protéines sécrétées libres 
ou dans des vésicules. La membrane plasmique 
apicale présente de nombreuses microvillosités et 
des protéines du lait y sont associées. Ce sont 
donc des cellules ayant une forte activité 
sécrétrice. 
« Lighter Type » 
Les cellules sont pauvres en organites, on 
observe seulement quelques protéines sécrétées 
dans le cytoplasme. La membrane plasmique 
apicale ne montre pas ou peu de microvillosités. 
Ces cellules ont une faible activité sécrétrice. 
Cellules en Dégénérescence 
Les cellules montrent de larges vacuoles, leurs 
membranes apicales sont incomplètes. On 
observe la perte de l'architecture cellulaire, ainsi 
que la disparition des organites et des 
composants cytoplasmiques. 
Neutrophiles (PNN) 
Dés 6 heures post inoculation, de nombreux PNN 
sont visibles, ils ont pour, la plupart, internalisé 
des bactéries. Au delà de 18 heures, les PNN 
montrent des signes de dégénérescence et les 
bactéries sont alors en majorité libres dans la 
lumière des alvéoles. 
Protéines du lait 
Les protéines du lait sont libres ou assemblées 
dans la lumière des alvéoles. Leur présence est 
un signe de coagulation des protéines de lait et de 
perte d'activité sécrétrice du tissu. 
Bactéries 
Jusqu'à 18 heures après infection, les bactéries 
sont majoritairement visibles dans les PNN. Au 
delà, elles sont observés dans les débris 
cellulaires ou libres. Des images de 
multiplication bactérienne sont visibles. 
 
 
Figure 23 : Evolution histologique et fonctionnelle du tissu mammaire après infection, description des 
populations cellulaires retrouvées au cours du temps [Chandler, 1970]. 
 
 La structure histologique de la mamelle au cours de l'infection peut-être décrite grâce à 
des analyses morphométriques [Reid, 1976]. Dans les premiers stades de l'infection (entre 6 
et 12 heures post inoculation), le poids global du tissu mammaire augmente en lien avec une 
 120 
 
augmentation de la taille de la lumière alvéolaire et une accumulation des matières grasses et 
des protéines du lait. Les cellules épithéliales connaissent une augmentation de leur taille mais 
une diminution de leur nombre. 
  
 Concernant les organites des cellules épithéliales, on observe les variations suivantes : 
 
• Augmentation du volume des lysosomes 
• Augmentation de la taille des mitochondries 
• Diminution du nombre de mitochondries 
• Diminution du volume du REG 
  
 Une explication claire à l'apparition de tous ces changements n'a pas encore été 
établie. Sont-ils dus à des produits de synthèse bactérienne (l'augmentation de la taille des 
mitochondries a, par exemple, été reliée à l'action de l’hémolysine Alpha) ? Sont-ils à relier 
avec l'évolution naturelle du tissu mammaire face à une invasion bactérienne ? La seule 
certitude actuelle est l'effet du Staphylococcus aureus sur l'activité sécrétrice des cellules : les 
remaniements cellulaires observés (notamment, les changements touchant le REG et les 
mitochondries) entrainent une perte rapide de la production de lait. 
 
 




 Grâce à la technique de PCR quantitative, l'expression de certains gènes a pu être 
suivie au cours d'une infection mammaire au Staphylococcus aureus [Whelehan, 2011]. Ainsi 
on a même pu déterminer le degré d'expression de certains gènes en fonction de la localisation 
dans la mamelle, à savoir, dans le trayon, la citerne, le conduit lactifère ou les alvéoles. 
 
 On peut noter, par exemple, une augmentation de l'expression des gènes suivants : 
 
• Gènes codant pour les récepteurs TLR des neutrophiles 
• Gènes codant pour des protéines pro-inflammatoires comme les cytokines 




 Cependant, ces gènes sont différemment exprimés selon la localisation des cellules 
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Figure 24 : Différents niveaux d'expression de gènes codant pour des molécules pro-inflamatoires et des 
peptides antibactériens selon leur localisation dans la mamelle et après infection du tissu mammaire par le 
Staphylococcus aureus [Whelehan, 2011]. 
 
 Les cellules épithéliales semblent jouer un rôle majeur dans l'immunité de la mamelle. 
Afin de connaître précisément leur réponse génétique face à une infection par le 
Staphylococcus aureus, des travaux ont suivi l'expression de certains gènes grâce à la 
technique de PCR quantitative. Les gènes étudiés étaient des gènes codant pour des effecteurs 
de l'immunité (peptides anti-bactériens, molécules de l'inflammation). Ainsi suite à l'infection 
intra-mammaire par le Staphylococcus aureus, les cellules épithéliales synthétisent des 
peptides anti-bactériens. De même les gènes codant pour des molécules pro-inflammatoires 
(comme les cytokines ou des molécules du complément) sont surexprimés par les cellules 
épithéliales. Il semblerait que l'interleukine IL-17 ait un rôle majeur dans la régulation de 
l'expression génétique des cellules épithéliales. Ces dernières possèdent, en effet, des 
récepteurs membranaires à l'IL-17. L'interleukine IL-17 étant synthétisée rapidement après 
l'introduction du Staphylococcus aureus dans le tissu mammaire, elle agirait directement sur 













LES ENJEUX DE L'ETUDE 
 
 
 Le Staphylococcus aureus est une bactérie responsable de nombreuses infections et 
notamment d’infections de la mamelle. En effet, il possède l'équipement enzymatique 
nécessaire à l'utilisation du tissu mammaire comme substrat de croissance. Les facteurs de 
virulence dont il est équipé lui permettent de coloniser rapidement ce tissu. Une infection 
mammaire au Staphylococcus aureus est le résultat de l'interaction entre, les facteurs de 
virulence, les mécanismes d'échappement au système immunitaire que possèdent la bactérie et 
la réponse immunitaire de l'hôte, elle même déterminée génétiquement.  
 
 En élevage ovin laitier, on sait que les agents bactériens isolés majoritairement lors de 
mammites cliniques sont des Staphylocoques à coagulase positive. Parmi ces Staphylocoques 
à coagulase positive, le Staphylococcus aureus est isolé dans plus de 80 % des cas [Malingue, 
2006]. Etant donnés les répercussions cliniques, les pertes de production et le coût engagé lors 
de mammites, il apparaît primordial de mettre en place des plans de lutte efficaces. Cette lutte 
passe par l'utilisation d'agents antibactériens et notamment des antibiotiques mais nécessite 
avant tout une bonne connaissance des interactions entre le Staphylococcus aureus et le tissu 
mammaire. La connaissance précise des mécanismes immunitaires mis en jeu par la mamelle 
lors d'infections au Staphylococcus aureus mais également l’étude des moyens d'échappement 
à l'immunité de l'hôte développés par la bactérie apparaît indispensable. L'idée serait, par la 
suite, de chercher à orienter le système immunitaire des animaux lors de telles infections et 
éventuellement de sélectionner des brebis génétiquement prédisposées à résister aux 
mammites à Staphylococcus aureus. 
 
 Afin de comprendre l'immunité de la mamelle et l'interaction entre le Staphylococcus 
aureus et le tissu mammaire, il semble évident que des expérimentations réalisées directement 
chez les brebis seraient, à la fois techniquement et financièrement, très lourdes et 
difficilement réalisables. La souris est donc classiquement utilisée comme modèle de 
laboratoire pour réaliser des infections expérimentales in vivo. Ce modèle de mammites 
expérimentales chez la souris permet d'effectuer des études dans un environnement maîtrisé et 
sur un grand nombre d'animaux. On peut ainsi déterminer les mécanismes responsables d'une 
éventuelle résistance aux mammites à Staphylococcus aureus. Par ailleurs la bonne 
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connaissance du génome murin permet d'isoler les gènes responsables de cette résistance et de 
sélectionner, par exemple, des lignées de souris résistantes.  
 
 Dés les années 1970, l'idée de la mise en place d'un modèle d'étude des mammites 
chez la souris apparaît donc comme une nécessité. Comme la brebis, la souris possède deux 
paires de mamelles en région inguinale, elle possède également trois paires de mamelles 
thoraciques (qui ne sont pas présentes chez la brebis). Chez ces deux espèces, les mamelles 
sont anatomiquement et fonctionnellement indépendantes les unes des autres. Il existe 
cependant des différences : on peut noter par exemple que la composition du lait varie d'une 
espèce à l'autre et que chez la brebis, on retrouve, en conditions physiologiques, beaucoup 
plus de cellules phagocytaires dans le tissu mammaire que chez la souris. Après plusieurs 
travaux, un protocole a été proposé pour infecter des souris par voie intra-mammaire et 
obtenir ainsi des mammites expérimentales [Chandler, 1970].  
 
 Ce protocole décrit une méthode d'inoculation de bactéries responsables de mammites 
par voie intra-mammaire. Après anesthésie de souris femelles (souris primipares entre le 
10ème et le 15ème jour de lactation), l'idée est d'introduire une aiguille 33G dans l'orifice du 
trayon afin d'injecter une charge bactérienne donnée dans la citerne. Dans les 24 à 48 heures 
qui suivent l’infection, les souris sont observées quotidiennement afin d'évaluer leur état 
clinique général et l'évolution locale de la mamelle. 
 
 Ce modèle est utilisé pour l'étude des mammites à Staphylcoccus aureus. La 
physiopathologie, le rôle des différents facteurs de virulence bactériens, l'immunité de la 
mamelle, l'effet de divers traitements antibiotiques ont ainsi été étudiés grâce à ce modèle. Il a 
également permis de tester l'influence de divers facteurs :  
 
• Différentes souches de Staphylococcus aureus ont été utilisées afin de déterminer 
leur virulence propre. 
• Différentes lignées de souris ont été infectées afin de déterminer leur sensibilité 
aux mammites à Staphylococcus aureus. 
• Les infections ont été réalisées sur des durées différentes : de 90 minutes à 21 
jours. 
• Etude en  présence ou non des petits afin d’étudier l’influence du « facteur traite / 
tétée ». 
• Différentes aiguilles ont été utilisées (les aiguilles émoussées sont à privilégier car 
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elles limitent les dommages tissulaires liés à l’introduction de l’aiguille dans le 
trayon). 
• Influence d’une injection de la charge bactérienne hors du trayon, par exemple, en 
voie intradermique. 
 
 Ce modèle est désormais considéré comme un moyen d'étude approprié pour les 
mammites des bovins et des ovins. Si une extrapolation de la souris aux ovins peut être source 
d'erreurs, de nombreuses études ont montré que les conséquences d'une inoculation de 
Staphylococcus aureus dans la mamelle sont similaires chez la souris et chez la brebis avec 
notamment une infiltration massive du tissu mammaire en neutrophiles. D'un point de vue 
bactériologique, le modèle de mammites chez la souris offre l'opportunité d'étudier la bactérie 
dans « son environnement ». En effet, le milieu de culture du Staphylococcus aureus influence 
directement l'expression de certains gènes, ses facultés de croissance et sa virulence. Pouvoir 
l'étudier dans le milieu dans lequel il est pathogène est crucial pour développer de nouveaux 
traitements et les tester in vivo. 
 
 Notre étude va utiliser deux lignées de souris sélectionnées pour leur sensibilité ou 
leur résistance aux infections à Staphylococcus aureus en voie intra-péritonéale. En utilisant 
un protocole d'infection similaire à celui établi dans la littérature, l'idée est, dans un premier 
temps, de décrire une éventuelle différence de sensibilité aux infections en voie intra-
mammaire chez ces deux lignées. Pour cela, deux types d'analyses ont été réalisés après 
infections des souris : 
 
• Analyse bactériologique : réalisation de comptages bactériens afin d'obtenir une 
charge bactérienne en nombre de bactéries par mg de tissu mammaire. 
 
• Analyse histo-pathologique : réalisation de coupes histologiques sagittales afin 
de décrire et de comprendre les mécanismes immunitaires mis en jeu chez les 
souris des deux lignées. 
 
 Dans un second temps, il nous a paru nécessaire de proposer un protocole fiable et 
reproductible pour la réalisation d'infections intra-mammaires chez la souris suivies de 
prélèvements de tissu mammaire en vue d'une étude histopathologique. Face aux difficultés 
techniques que peut représenter une inoculation de bactéries dans la citerne en introduisant 
l'aiguille dans le trayon des souris, des corrections de ce protocole ont été proposées. L’idée 
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était de mettre au point un protocole d’inoculation intra-mammaire du Staphylococcus aureus 
chez la souris permettant, par la suite, d’étudier les sensibilités respectives des deux lignées 





































PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE 
 
SECTION 1 : MATERIEL ET METHODES 
 
 
I. LES ANIMAUX 
 
 
 Pour notre étude, nous avons utilisé des souris femelles des lignées C57B1/6J et 
DBA/2. Elles étaient élevées dans le laboratoire depuis le mois d'août 2012. Les souris qui ont 
fait l’objet des manipulations étaient des souris primipares. Après un mois d'acclimatation, 
elles étaient mises à la reproduction. Pendant 10 jours, un mâle était placé dans une cage avec 
deux souris femelles de la même lignée que le mâle.  
 
 Les souris étaient infectées entre le 10ème et le 15ème jour de lactation (soit entre le 
10ème et le 15ème jour post partum). Les petits étaient laissés avec leurs mères après les 
infections. Les souris étaient sacrifiées 24 heures après l'infection. Au total, 18 souris de la 
lignée DBA/2 et 23 souris de la lignée C57B1/6J ont été infectées puis sacrifiées. 
 
 Pendant toute la durée de l'étude, les conditions d'hygiène et de détention des animaux 
étaient conformes aux règles du bien-être animal. Lors des expérimentations, les 
manipulations ont toujours respecté les dispositions et directives décrites dans le décret n° 
2013-118 du 1er février 2013, relatif à la protection des animaux utilisés à des fins 
scientifiques. Les conditions de détention et d’entretien des animaux, les conditions de mises 
à mort, mais également les exigences relatives au personnel en charge des expérimentations 









II. LA SOUCHE BACTERIENNE 
 
 
 La souche HG001 rsbU+ dérivée de la souche NCTC8328 a été utilisée pour cette 
étude. Il s'agit d'une souche de Staphylococcus aureus. 
 
 La préparation de l'inoculum utilisé pour les infections intra-mammaires a suivi, à 
chaque fois, le protocole suivant.  
 
 La veille de l'infection, des bactéries congelées à -80°C sont mises en culture dans 5 
mL de bouillon TSB ou « Tryptic Soy Broth », à 37°C. Le bouillon est placé sur un agitateur 
rotatif pendant 16 heures. Le bouillon TSB est un milieu d'enrichissement et de culture 
permettant la croissance de nombreuses espèces bactériennes.  
 
 
Composition du bouillon TSB 
     - Hydrolysat enzymatique de caséine 
     - Peptone de soja 
     - D-Glucose (dextrose) 
     - Chlorure de Sodium 
     - Hydrogénophosphate dipotassique 
     - Eau purifiée 
PH final 7,3 +/- 0,2 
 
Figure 25 : Composition du bouillon de culture TSB [MAST Diagnosis, 2009]. 
 
 On procéde ensuite à une dilution du bouillon au 100ème dans le milieu suivant :  
 
• RPMI 1640 + 5 % de SVF (Sérum de Veau Foetal) décomplémenté : le RPMI 
1640 (ou Roswell Park Memorial Institute Medium 1640) est un milieu de culture 
liquide riche en bicarbonate de sodium et L-glutamine. Il est utilisé pour la 
croissance et l'étude de cellules humaines telles que les cellules immunitaires ou 
les cellules néoplasiques. Ce mélange [RPMI 1640 + 5% SVF] était préalablement 




On obtient donc un volume final de [RPMI 1640 + 5% SVF + Bactéries] de 100 mL 
(99 mL de milieu + 1 mL de bouillon bactérien). L'ensemble est placé en incubation à 37°C 
avec agitation à 200 rotations par minute (rpm), pendant précisément 210 minutes. 
  
 Le bouillon est ensuite placé dans deux tubes de 50 mL et centrifugé à 4000 rpm 
pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est repris dans 35 mL de DPBS pour chaque tube et une 
nouvelle centrifugation est effectuée (4000 rpm pendant 10 minutes à 4°C). A nouveau, le 
culot de chaque tube est repris dans 35 mL de DPBS et centrifugé dans les mêmes conditions. 
Le DPBS ou « Dulbecco's Phosphate Buffered Saline » est un milieu de culture cellulaire 
liquide. Il est composé de phosphate de potassium, de chlorure de potassium et de chlorure de 
sodium. 
 
 Le premier culot est repris dans 5 mL de sérum physiologique, cette préparation est 
utilisée pour reprendre le second culot. De cette suspension est prélevé un volume de 1 mL 
dans un microtube de 2 mL, ce volume est dispersé à la seringue de 1 mL montée d'une 
aiguille de 26G (20 aller-retour). 
 
 Il s'agit alors de préparer une dilution sur la base d'une valeur théorique de 5.109 
bactéries/mL. Pour cela une pré-dilution est réalisée au 10ème (soit 100 µL de bouillon 
bactérien dans 900 µL de sérum physiologique). La densité optique (D.O.) de l'inoculum à 
600 nanomètres est vérifiée, sachant qu'une unité de D.O. à cette longueur d’onde correspond 
à 5.109 bactéries/mL. 
 Après infection des souris, l'inoculum est conservé pour préparer deux dilutions 
comme décrit ci-dessous : 
 
• Préparer 8 microtubes contenant chacun 900 µL de [DPBS + Tween-20 à 0,005 
%]. 
 
• Dans le premier microtube, ajouter 100 µL de l’inoculum, vortexer pendant 10 
secondes, changer le cône de la pipette et transférer 100 µL dans le second 
microtube. 
 




 On obtient alors des dilutions de l’inoculum bactérien allant de 10-1 à 10-7. Dans une 
plaque à six puits de milieu gélosé Chapman, 200 µL des dilutions à 10-7 et 10-6 sont déposés. 
La plaque est incubée en étuve sèche à 37°C pendant 24 heures. La gélose Chapman permet 
l'isolement sélectif, la recherche et le dénombrement des Staphylocoques et particulièrement 
du Staphylococcus aureus.   
 
 
Composition de la gélose Chapman 
     - Tryptone 
     - Peptone pepsique de viande 
     - Extrait de viande 
     - Mannitol 
     - Chlorure de Sodium (7,5 %) 
     - Rouge de phénol 
     - Agar agar bactériologique 
PH final 7,4 +/- 0,2 
 
Figure 26 : Composition de la gélose de Chapman [Composition de la gélose Chapman, 2006]. 
 
Le lendemain la concentration réelle de l'inoculum en bactéries/mL est lue. La lecture 
de la concentration réelle de l’inoculum est réalisée ainsi : les colonies de bactéries qui se sont 
développées lors de l’incubation dans l’étuve sèche sont comptabilisées. Les nombres de 
colonies obtenus correspondent aux concentrations en CFU / mL pour les dilutions à 10-7 et 
10-6. A partir de ces deux comptages, une moyenne est calculée pour obtenir la concentration 
réelle de l’inoculum bactérien. La lecture de la concentration réelle de l’inoculum permet de 


























Déposer un cristal de HG001 dans 5 mL de TSB 
et laisser incuber à 37 °C avec agitation pendant 
16 heures 
Etape 2 Diluer le bouillon au 100
ème
 dans du RPMI 1640 
+ 5% SVF décomplémenté 
Etape 3 Séparer le bouillon dilué dans deux tubes de 50 
mL 
Etape 4 Centrifuger à 4000 rpm à 4°C pendant 10 
minutes 
Etape 5 Récupérer le culot et l’ajouter à 35 mL de DPBS 
Etape 6 Centrifuger à 4000 rpm à 4°C pendant 10 
minutes 
Etape 7 Répéter les étapes 5 et 6 
Etape 8 
Reprendre le premier culot sous 5 mL de sérum 
physiologique puis reprendre le second culot 
avec la même suspension 
Etape 9 
Transférer 1 mL de cette suspension dans un 
microtube de 2 mL, disperser à la seringue de 1 
mL montée avec une aiguille 26G 
Etape 10 Préparer la dilution attendue à 5.10
9
 bactéries / 
mL (valeur théorique) 
Etape 11 
Vérifier la concentration par mesure de la densité 
optique de l'inoculum (1 unité de D.O. => 5.109 
bactéries / mL) 
 
Figure 27 : Protocole de préparation de l'inoculum bactérien à Staphylococcus aureus pour injection en  intra-










III. TECHNIQUE D'INFECTION INTRA-MAMMAIRE 
 
 
 Toutes les manipulations étaient réalisées sous hotte en fonctionnement. Les 
manipulateurs portaient des gants, une charlotte et un masque chirurgical. Les règles 
d’hygiène et de bonne pratique relatives à l’utilisation d’animaux à des fins scientifiques ont 
été respectées lors de chaque expérimentation. 
 
 Le protocole suivant a été suivi lors de chaque manipulation. 
 
 Les souris sélectionnées sont toutes entre le 10ème et le 15ème jour de lactation. Elles 
sont tout d'abord anesthésiées avec une préparation de kétamine (Clorkétam 1000 ND) et de 
xylazine (Rompun 2% ND). Ces deux principes actifs sont dilués au 20ème :  
 
• Préparation anesthésique : 25 µL de kétamine + 25 µL de xylazine placés dans 
50 µL de sérum physiologique.  
 
Chaque souris reçoit entre 100 à 120 µL de la préparation anesthésique par injection 
intramusculaire dans la cuisse droite. 
 
 Une fois endormie, la souris est placée en décubitus dorsal, sous la loupe binoculaire. 
L'abdomen est nettoyé avec une solution d'éthanol à 70°. Pour chaque souris, les mamelles 
M4 droite et gauche font l'objet des injections : il s'agit de la première paire de mamelle 
inguinale. Les deux mamelles reçoivent le même volume d'injection, soit 50 µL. La mamelle 
M4D est la mamelle témoin, elle est manipulée en premier et reçoit donc 50 µL de sérum 
physiologique. La mamelle M4G est infectée en second avec l'inoculum préparé selon le 
protocole décrit plus haut. Elle reçoit donc 50 µL d’inoculum bactérien. 
 









Après nettoyage à l’éthanol à 70°, le trayon est maintenu sous pression à l'aide d'une pince stérile. 
On utilise des seringues stériles de 1 mL sans volume mort, montée d'une aiguille stérile 27G. Sous 
la loupe binoculaire, le trayon est bien repéré. L'aiguille est alors délicatement introduite dans 
l'orifice du trayon sur toute sa longueur. Lorsque l'aiguille a pénétré par le trayon, et se retrouve 
donc dans le tissu mammaire (théoriquement dans la citerne), un volume de 50 µL de sérum 
physiologique est libéré. L'aiguille est alors délicatement retirée. 
 
Figure 28 : Protocole de manipulation de la mamelle « M4D - Témoin », protocole appliqué pour chaque souris 
de l’étude. 
 
 La Figure 29 décrit le protocole suivi pour l’infection de la mamelle « M4G - 
Infectée ». 
 
Pour l'infection de la mamelle M4G, le principe est le même. Le trayon est nettoyé. Une nouvelle 
pince stérile est utilisée pour placer le trayon sous tension sous la loupe binoculaire. Une nouvelle 
seringue de 1 mL sans volume mort montée d'une nouvelle aiguille stérile 27G est remplie avec 50 µL 
d'inoculum bactérien. Après pénétration dans l'orifice du trayon, le volume de 50 µL d'inoculum à 
5.107 bactéries/mL est libéré dans le tissu mammaire (théoriquement dans la citerne). 
 
Figure 29 : Protocole d'infection de la mamelle M4G, protocole appliqué pour chaque souris de l’étude. 
 















IV. CODAGE / IDENTIFICATION DES SOURIS 
 
 
 Afin d'établir une traçabilité et d'identifier précisément chaque souris utilisée pour 
l'étude, un codage a été mis en place. Chaque souris a été ainsi identifiée : 
 
- Lignée – Date de l'infection – Numérotation de la souris - 
 
 
 Ce codage donne par exemple :  
 
• Pour la 1ère souris de la lignée C57B1/6J infectée le 2 octobre 2012 : C57-121002-
1.  
• Pour la 2nde souris de la lignée C57B1/6J infectée le même jour : C57-121002-2. 









V. OBSERVATIONS MACROSCOPIQUES DU TISSU MAMMAIRE 
 
  
 Le lendemain de l'infection, avant leur sacrifice, l'état général des souris est évalué. De 
même, après dissection du tissu mammaire, une description macroscopique de celui-ci est 
faite.  
 On a pour cela défini un certain nombre de critères permettant une évaluation 
macroscopique de l'état du tissu mammaire 24 heures après l'infection. Ainsi on a choisi pour 





• Adhérences aux tissus voisins (tissu sous cutané par exemple) 
• Décoloration 
 
 Le but est d'obtenir le score macroscopique de chacune des deux lignées. Pour 
chaque lignée, on comptabilise le nombre de souris pour lesquelles on a observé chaque 
critère. On fait la somme des nombres de souris ayant présenté chaque critère et on pondère 
cette somme par 0,20. La pondération par 0,2 permet d’obtenir un score macroscopique 
compris entre 0 et 1 (la valeur 1 correspondant à l’observation des tous les critères pour toutes 
les souris d’une lignée). Le score macroscopique d'une lignée est obtenu en divisant la valeur 
ainsi calculée par le nombre de souris dans la lignée. 
 
Par exemple, si dans une lignée, on observe 4 souris dont la mamelle est 
hypertrophiée, 6 pour lesquelles on observe de l'oedème, 5 pour lesquelles on a un tissu 
mammaire hémorragique, 3 pour lesquelles le tissu mammaire est adhérent aux voisins et 2 











Score macroscopique = [(4 + 6 + 5 + 3 + 2) x 0,20] / [Nombre de souris dans la lignée]  
 
 
Figure 30 : Détermination du score macroscopique de chaque lignée, le score macroscopique est défini selon la 
présence ou l'absence de différents critères : hypertrophie, œdème, hémorragie, adhérences aux tissus voisins, 
























































 Le but des prélèvements est double. Il s'agit, d'une part, de prélever un ensemble 
[Tissu cutané + Tissu mammaire + Tissu musculaire + Péritoine] afin de réaliser une étude 
histologique. D'autre part, un fragment de tissu mammaire seul est prélevé afin de réaliser des 
comptages bactériens (en bactéries / mg de tissu mammaire). Le choix de prélever un 
ensemble [Tissu cutané + Tissu mammaire + Tissu musculaire + Péritoine] pour l’observation 
du tissu mammaire se justifie, entre autre, par le fait que lorsqu’il est prélevé seul, le tissu 
mammaire se rétracte au cours de l’étape de fixation. Cette rétraction entraine une perte des 
repères anatomiques et de l’orientation du fragment prélevé ce qui peut fausser la lecture des 
lames histologiques et donc l’interprétation des résultats. 
 
 Les souris sont sacrifiées 24 heures après l'infection. Elles sont anesthésiées avec 100 
µL de préparation anesthésique décrite plus haut (le mélange anesthésique est préparé selon le 
même protocole que celui utilisé la veille pour l'infection). Une fois endormies, elles sont 
disloquées et placées en décubitus dorsal. Le choix de la technique de mise à mort est 












Figure 31 : Positionnement de la souris avant le prélèvement du tissu mammaire et lignes d'incisions du plan 




 Le matériel de dissection utilisé est rincé à l'éthanol à 70°, l'abdomen des souris est 
nettoyé de même. 
 
 Pour chaque souris, la mamelle M4D – Témoin est disséquée en premier. Deux lots de 
matériel de dissection sont utilisés, l'un pour la mamelle M4D, l'autre pour la mamelle M4G. 
La plus grande précaution est prise afin d'éviter toute contamination post mortem d'une 
mamelle à l'autre. 
 
 Une boutonnière est réalisée au niveau du sternum sur la ligne blanche. L'ensemble 
[Tissu cutanée + Tissu musculaire + Péritoine] est incisé d'un bloc et l'intégrité des tissus est 
conservée au maximum. Une incision assez large est réalisée autour de la chaîne mammaire, 
particulièrement autour des mamelles M4 gauche et droite. Une fois l'ensemble  [Tissu cutané 
+ Tissu mammaire + Tissu musculaire + Péritoine] isolé, on procède aux prélèvements pour 
l'histologie. 
 
 Un fragment de tissu rectangulaire d'environ 0,5 cm d’épaisseur est découpé et placé 
dans une cassette identifiée (selon le code décrit plus haut). Le tout est placé dans un pot de 
fixateur identifié. Pour notre étude, le fixateur utilisé est le formol à 10 % tamponné à la 
neutralité. Ce fragment de tissu subira ensuite les différentes étapes de la préparation des 
coupes histologiques décrites plus bas. 
 
 Par la suite, le prélèvement pour le comptage bactérien est réalisé : à partir de 
l'ensemble  [Tissu cutané + Tissu mammaire + Tissu musculaire + Péritoine] restant, le tissu 
mammaire exclusivement est disséqué et isolé. Le tissu mammaire ainsi isolé est placé dans 
un microtube d’un volume de 2 mL identifié. Ce prélèvement de tissu mammaire subira, par 





















VII. COMPTAGES BACTERIENS 
 
  
 La préparation pour le comptage bactérien est réalisée immédiatement après la 
dissection des souris. A chaque fois, le protocole suivant est appliqué : 
 
• A partir des prélèvements de tissu mammaire placés dans les microtubes de 2 mL, 
le tissu mammaire est placé dans une boîte de Pétri et découpé en petits morceaux 
de taille avoisinant les 0,2 cm. 
 
• Entre 70 et 90 mg de tissu mammaire ainsi découpé sont alors placés dans de 
nouveaux microtubes identifiés. Chaque prélèvement de tissu mammaire est alors 
pesé et son poids est noté sur le microtube. 
 
• Chaque prélèvement ainsi pesé est placé dans un microtube à ribolyse. 
 
• Une dilution du tissu mammaire au 10ème est réalisée dans chaque microtube à 
ribolyse. Ainsi, par exemple pour une masse de 80 mg de tissu mammaire, 800 µL 
de sérum physiologique stérile sont ajoutés dans le microtube à ribolyse. 
 
• Le tissu mammaire est ribolysé selon le programme permettant 3 cycles de 30 
secondes chacun à 5500 rotations par minutes (soit 3 fois le cycle [30 secondes à 
5500 rpm]). 
 
• Le microtube à ribolyse est considéré comme le tissu mammaire « PUR », on 
réalise alors une série de dilutions du tissu mammaire. 
 
• Des microtubes de volume 2 mL sont préparés et remplis avec 900 µL de DPBS. 
 
• Dans le premier microtube, 100 µL provenant du microtube « PUR » sont ajoutés, 
le mélange est vortexé pendant 15 secondes, le cône de la pipette est changé et 100 
µL sont alors transférés dans le second microtube. 
 





M4D Pur 10-1 10-2      
M4G Pur 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 
 
Figure 32 : Description des séries de dilution du tissu mammaire préparées pour chaque mamelle. 
 
 Dans une plaque à six puits (plaque P6) de milieu gélosé Chapman, 200 µL de dilution 







Figure 33 : Représentation schématique des plaques de Gélose Chapman à 6 puits et des dilutions déposées dans 
chaque puit et mises en culture pour les comptages bactériens. 
 
 Le volume de 200 µL est déposé de façon homogène afin que la répartition soit 
uniforme dans le puit. La plaque P6 est incubée en étuve sèche à 37°C pendant 24 heures. Le 
lendemain les comptages bactériens sont réalisés sous loupe binoculaire (pour faciliter la 
visualisation des colonies).  
 A partir du comptage des colonies, on obtient facilement une valeur moyenne en 
bactéries/mg de tissu mammaire. En effet, le tissu mammaire a été dilué au 10ème. Dans 
chaque puit, ont été déposés 200 µL de chaque dilution. Ces volumes de 200 µL 
correspondent donc à 2 mg de tissu mammaire. Le comptage des colonies donnent une valeur 
qu'il faut diviser par deux pour obtenir la concentration en bactéries par mg de tissu 
mammaire. On réalise ensuite la moyenne des comptages obtenus pour chacune des trois 
dilutions. La valeur numérique obtenue correspond au comptage bactérien moyen en bactéries 








VIII. PREPARATION DES COUPES HISTOLOGIQUES 
 
  
 La préparation des coupes histologiques a été faite selon la technique de routine 
utilisée au laboratoire d’histopathologie de l’E.N.V.T.. Le protocole est décrit ci-dessous, 
avec les critères précis concernant les échantillons de notre étude.  
  
 Lors du prélèvement, la plus grande précaution a été prise pour ne pas endommager 
les tissus. Pour chaque souris, un fragment rectangulaire d'environ 0,5 cm d'épaisseur est 
prélevé. L'ensemble des couches : [Tissu cutané + Tissu sous cutané + Tissu mammaire + 
Tissu musculaire + Péritoine] est prélevé d'un bloc. Immédiatement après le prélèvement, le 
tissu est placé dans un fixateur (formol à 10 % tamponné à la neutralité). 
 
Le formol à 10 %  permet de stopper l'activité enzymatique évitant ainsi l'autolyse des 
tissus. Les tissus conservent donc un état aussi proche que possible de celui présent sur la 
souris vivante. Par ailleurs, le formol permet de durcir le matériel ce qui prépare et facilite 
l'obtention de coupes histologiques. 
 
Les prélèvements sont laissés dans le formol pendant 24 heures minimum afin de 
s’assurer d’une fixation suffisante. Après fixation, le prélèvement est recoupé en lambeaux 
orientés : 3 à 5 lambeaux par fragment prélevé. Ces lambeaux sont orientés afin de permettre, 
par la suite, une observation représentative de toute la surface du prélèvement. Ce protocole 
de recoupe permet d’obtenir des coupes au sein desquelles le tissu mammaire est observé dans 
l’épaisseur de la paroi abdominale. Le tissu mammaire est ainsi étudié entre les plans cutanés 
superficiels et les plans musculaires profonds. Les rapports histologiques physiologiques sont 
conservés. La Figure 34 décrit la méthode de recoupe des prélèvements après fixation, dans le 






Figure 34 : Description du protocole de recoupe des prélèvements après fixation, cas d’un prélèvement avec une 
lésion circulaire et une découpe en 6 lambeaux. Les lambeaux sont orientés afin de permettre une observation 
représentative de tout le prélèvement : les lésions du tissu mammaire sont observées en continuité avec les plans 
cutanés et les plans musculaires [Planat, 2013]. 
 
Une fois la fixation et la recoupe réalisées, les prélèvements sont placés dans 
l’automate d’imprégnation. Ils subissent alors une série de bains successifs :  
 
• Rinçage à l’eau. 
• Trempage successifs dans l’alcool à 70° puis le toluène afin d’obtenir une 
déshydratation cellulaire. 
 
 Après la déshydratation, il s'agit d'effectuer la mise en bloc par enrobage dans la 
paraffine. A la sortie de l’automate d’imprégnation, les cassettes sont plongées dans un bain 
de paraffine liquide à 56°C. Elles passent alors à la station d’enrobage : les cassettes sont 
ouvertes et les prélèvements sont placés dans des moules spéciaux. Ces moules sont remplis 
de paraffine liquide à 60-62°C. On laisse les prélèvements refroidir. Après refroidissement et 







• Lambeaux 1 et 6 : extérieur de 
la lésion 
• Lambeaux 2 et 5 : marges 
périphériques de la lésion 














Figure 35 : Obtention de blocs de paraffine dans lesquels le tissu mammaire prélevé est inclus [Bourges-Abella, 
2006]. 
 
 L'étape suivante consiste en une coupe des blocs de paraffine. La découpe est réalisée 
grâce au microtome et les coupes mesurent entre 3 et 5 µm d'épaisseur. Après passage dans le 
microtome, on obtient un ruban de paraffine constitué des différentes coupes histologiques 
réalisées successivement. Les rubans de paraffine sont placés dans un bain marie à 37°C afin 
de les déplisser. Une fois déplissées, les coupes sont de meilleure qualité et sont alors 
délicatement retirées du bain marie grâce à des lames de verre spéciales enduites d’albumine. 












Figure 36 : Obtention du ruban de paraffine constitué des coupes sagittales successives de tissu mammaire de 3 




 Une fois le séchage terminé, on obtient la « lame blanche » composée de 
coupes de tissu mammaire déposées et fixées sur une lame de verre. On procède à une 
coloration de celle-ci. La lame est déparaffinée et réhydratée par trempages successifs dans le 
toluène, l'alcool à 70° et l'eau. Elle est ensuite colorée à l'hémalun-éosine. Une fois colorée, 
elle est à nouveau déshydratée par trempage dans des bains successifs : l’eau, l’alcool à 70°C 
et le toluène. Pour finir, la lame ainsi colorée était montée avec une lamelle au baume du 































          PROTOCOLE de COLORATION à L’HEMALUN - EOSINE 
DEPARAFFINAGE 
Tremper la lame dans le toluène pendant 5 
minutes 
REHYDRATATION 
• Tremper la lame dans l’alcool absolu 
pendant 5 minutes  
• Tremper la lame dans l’alcool à 95° 
pendant 5 minutes 
• Tremper la lame sous l’eau du robinet 
pendant 5 minutes  
• Eponger la lame 
COLORATION 
• Placer la lame dans l’hémalun 
pendant 1 minute 
• Rincer à l’eau du robinet, ajouter 3 
gouttes d’ammoniaque, laisser couler 
l’eau du robinet 
• Placer la lame dans l’éosine pendant 
20 secondes  
• Rincer par des bains rapides 
DESHYDRATATION - MONTAGE 
• Tremper la lame dans l’alcool à 95° 
• Tremper la lame dans le toluène 
• Effectuer le montage des lames avec 
une lamelle au baume du Canada 
 
Figure 37 : Description du protocole de coloration des « lames blanches » à l’hémalun-éosine : étapes de 
déparaffinage, de réhydratation, de coloration, de déshydratation et de montage définitif [Bourges-Abella, 
2006]. 
 
L'hémalun colore les acides nucléiques leur donnant une teinte bleue violette. L'éosine 




 Ce protocole permet donc d'obtenir, pour chaque mamelle, trois à quatre coupes 
sagittales colorées. L'observation de ces coupes vise à révéler les modifications provoquées 
par l'infection au Staphylococcus aureus dans le tissu mammaire et dans les différentes 


































SECTION 2 : RESULTATS 
 
 
I. COMPTAGES BACTERIENS 
 
 
1) CONCENTRATIONS THEORIQUES ET CONCENTRATIONS RELLES 
DES INOCULUMS BACTERIENS 
 
 
Comme il a été expliqué plus haut, l’inoculum bactérien préparé était ensuite utilisé 
pour réaliser des dilutions à 10-7 et à 10-6. Ces dilutions étaient mises en culture à l’étuve 
sèche pendant 24 heures. La concentration réelle de l’inoculum injecté aux souris était ainsi 
lue le lendemain des infections. La Figure 38 répertorie les valeurs de concentrations 
théoriques et réelles des différents inoculums injectés aux souris.  
 
On peut ainsi calculer l’écart moyen qui existe entre les valeurs théoriques et les 
valeurs réelles. Ce calcul aboutit à un écart moyen de 10+ /-1 (soit un écart moyen d’une 
décimale, que la valeur réelle soit inférieure ou supérieure à la valeur théorique). Cet écart est 
acceptable. La vérification de la concentration réelle de chaque charge bactérienne injectée 
permet de valider le protocole de préparation de l’inoculum. La technique utilisée pour 
obtenir une concentration théorique donnée en CFU/mL semble fiable. La mesure de la 
densité optique apparaît donc comme un bon moyen pour estimer la concentration de 
















DATES Concentration théorique de l’inoculum en CFU/mL 
Concentration réelle de 
l’inoculum (concentration lue) 
en bactéries/mL 
02/10/12 5.107 1,3.109 
08/10/12 5.107 6,5.107 
16/10/12 5.107 5,4.108 
22/10/12 5.107 3,6.106 
23/10/12 5.107 1,9.107 
31/10/12 5.107 5.105 
06/11/12 5.107 5,8.105 
14/11/12 5.107 1,7.108 
04/12/12 5.108 1,8.108 
06/12/12 5.108 4.108 
11/12/12 5.108 2.108 
20/12/12 5.108 3,7.107 
08/01/13 5.108 4.107 
24/01/13 5.108 3,6.107 
31/01/13 5.108 4,2.107 
20/02/13 5.108 6,8.107 
 
Figure 38 : Concentrations théoriques et concentration réelles des inoculums utilisés pour les infections intra-
mammaires lors de notre étude. 
 
 
2) RESULTATS DES COMPTAGES BACTERIENS ET COMPARAISON DES 
DEUX LIGNEES DE SOURIS 
 
 
 Les deux lignées de souris utilisées pour notre étude ont des sensibilités différentes 
aux infections en voie intra-péritonéale par le Staphylococcus aureus. Ainsi, les souris DBA/2 
sont plus sensibles que les souris C57B1/6J. Le premier but de cette étude était de déterminer 
si oui ou non, cette différence de sensibilité se retrouve lors des infections en voie intra-
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mammaire. La question était : les souris DBA/2 sont elles plus sensibles aux mammites à 
Staphylococcus aureus que les souris C57B1/6J ? 
 
 Les résultats des comptages bactériens réalisés pour les souris de la lignée DBA/2 sont 
rapportés dans la Figure 39. 
 
 
Références des souris Mamelle M4D (bactéries/mg) Mamelle M4G (bactéries/mg) 
DBA-121008-1 4,3 2,8.101 
DBA-121008-2 2 3,8 
DBA-121016-3 2,6.101 3,3 
DBA-121022-4 2,2.101 0 
DBA-121022-5 1,8 0 
DBA-121023-6 0 5,3.102 
DBA-121031-7 2,4.103 1,0.103 
DBA-121031-8 8,9.101 5,3.105 
DBA-121106-9 0,3 1,6.106 
DBA-121106-10 7,5 1,0.102 
DBA-121206-11 1,7.101 1,4.106 
DBA-121220-12 0,2 2,2.104 
DBA-130108-13 2 2,6.105 
DBA-130124-14 0,7 1,1.106 
DBA-130131-15 0 1,7.106 
DBA-130220-16 1,1.102 6,5.106 
DBA-130220-17 8,1.101 3,4.104 
DBA-130220-18 1,9.101 2,6.106 
 
 
Figure 39 : Comptages bactériens en bactéries / mg de tissu mammaire pour les souris de la lignée DBA/2, 








Les résultats des comptages réalisés pour les souris de la lignée C57B1/6J sont 
rapportés dans la Figure 40. 
 
 
Références des souris Mamelle M4D (bactéries/mg) Mamelle M4G (bactéries/mg) 
B6-121002-1 8,2 8,0.106 
B6-121002-2 8,9.101 4,0.106 
B6-121002-3 1,3 8,3 
B6-121008-4 1,3 2,8.101 
B6-121022-5 5,2.101 9,0.103 
B6-121022-6 6,1.101 5,6.104 
B6-121022-7 1,7.102 1,7.104 
B6-121022-8 2,7.101 1,7.104 
B6-121023-9 3 3,4.104 
B6-121031-10 9,9.102 1,2.104 
B6-121106-11 8 6,7.104 
B6-121106-12 1,7.101 3,3.105 
B6-121114-13 7 7,5.105 
B6-121204-14 8,6 4,2.102 
B6-121206-15 1,9.101 1,7.107 
B6-121206-16 2,0.101 6,3.106 
B6-121211-17 0 4,7.106 
B6-121220-18 0,5 9,0.105 
B6-121220-19 6,7.101 1,7.106 
B6-121220-20 1,5 4,1.106 
B6-121220-21 7,3.101 0 
B6-130108-22 2,7 4,8.105 
B6-130124-23 1,2.101 1,9.102 
 
 
Figure 40 : Comptages bactériens en bactéries / mg de tissu mammaire pour les souris de la lignée C57B1/6J, 




Afin de visualiser la répartition des comptages bactériens, des diagrammes en boîtes 
ont été réalisés pour les deux lignées de souris. Après détermination, des médianes, des 
quartiles, des valeurs minimum et maximum, on obtient les graphiques suivants, représentés 





Figure 41 : Représentation graphique de la répartition des valeurs de comptages bactériens 24 heures après 
























Figure 42 : Représentation graphique de la répartition des valeurs de comptages bactériens 24 heures après 
l'infection intra-mammaire à Staphylococcus aureus pour les souris de la lignée C57B1/6J. 
 
A partir de ces comptages, les moyennes des comptages bactériens pour chacune des 
deux mamelles et pour chacune des deux lignées ont également été calculées. Ces moyennes 
sont rapportées dans la Figure 43. 
 
 
Moyennes M4D en bactéries / 
mg 
Moyennes M4G en bactéries / 
mg 
Lignée DBA/2 1,5.102 8,7.105 
Lignée C57B1/6J 7,1.101 2,1.106 
 
Figure 43 : Moyennes des comptages pour chacune des deux mamelles pour les souris des deux lignées ; DBA/2 
et C57B1/6J. 
  
 On souhaite désormais comparer les deux lignées de souris à travers les moyennes des 
comptages bactériens des mamelles infectées. On souhaite tester s'il y a une différence 




 On nomme la moyenne des comptages des mamelles infectées des souris DBA/2, M1 
et la moyenne des comptages des mamelles infectées des souris C57B1/6J, M2. On définit les 
deux hypothèses suivantes : 
 
• L'hypothèse H0 : « M1 = M2 » c'est à dire qu'il n'existe pas de différence 
significative entre les deux moyennes.  
 
• L’hypothèse H1 : « M1 ≠ M2 », c'est-à-dire qu’il existe une différence significative 
entre les deux moyennes.  
 
On utilise le test de Student. On fixe un risque d'erreur alpha à 5% (alpha correspond 
au risque de rejeter H0 à tord). Pour un risque alpha de 5%, la valeur critique du test ou valeur 
seuil, notée p, est de 1,6. On obtient un p = 0,16 ce qui est inférieur à 1,6. On accepte H0 et on 
rejette H1, ce qui signifie que la différence entre les deux moyennes n'est pas significative.  
 
 Ces premiers résultats de comptages bactériens nous permettent donc de dire qu'il n'y a 
pas de différence significative entre les deux lignées de souris, concernant les comptages 
bactériens 24 heures après l’infection. Les charges bactériennes 24 heures après l’inoculation 
du Staphylococcus aureus en intra-mammaire sont proches et non significativement 
différentes pour les deux lignées de souris. Les souris DBA/2 et les souris C56B1/6J semblent 
avoir la même sensibilité aux infections à Staphylococcus aureus par voie intra-mammaire 
puisque les charges bactériennes 24 heures après l’infection sont similaires. 
 
 




 On recherche une corrélation entre la concentration réelle de l'inoculum bactérien et 
les comptages bactériens des mamelles M4G infectées. Pour chaque lignée de souris, on se 
demande si la charge bactérienne initialement inoculée influence ou non la valeur des 




 On commence par s'intéresser aux souris de la lignée DBA/2. La Figure 44, répertorie 
les valeurs des comptages bactériens associés à la charge bactérienne réelle reçue par la souris 




Références des Souris Concentration réelle de l'inoculum en bactéries / mL 
M4G (bactéries / mg de tissu 
mammaire) 
DBA-121008-1 6,5.107 2,8.101 
DBA-121008-2 6,5.107 3,8 
DBA-121016-3 5,4.108 3,3 
DBA-121022-4 3,6.106 0 
DBA-121022-5 3,6.106 0 
DBA-121023-6 1,9.107 5,3.102 
DBA-121031-7 5,0.105 1,0.103 
DBA-121031-8 5,0.105 5,3.105 
DBA-121106-9 5,8.105 1,6.106 
DBA-121106-10 5,8.105 1,0.102 
DBA-121206-11 4,0.108 1,4.106 
DBA-121220-12 3,6.107 2,2.104 
DBA-130108-13 4,0.107 2,6.105 
DBA-130124-14 3,6.107 1,1.106 
DBA-130131-15 4,2.107 1,7.106 
DBA-130220-16 6,8.107 6,5.106 
DBA-130220-17 6,8.107 3,4.104 
DBA-130220-18 6,8.107 2,6.106 
 
Figure 44 : Concentrations réelles des inoculums et valeurs des comptages bactériens de la mamelle infectée 24 
après l’inoculation pour les souris de la lignée DBA/2. 
 
 On remarque immédiatement, que pour une même valeur de concentration réelle de 
l’inoculum, il existe des valeurs de comptages bactériens différentes. Ceci met en évidence le 
fait que les comptages bactériens dans le tissu mammaire 24 heures après l’infection ne 






Figure 45 : Représentation graphique des valeurs de comptages bactériens 24 heures après l’infection selon la 
concentration réelle de l'inoculum injecté pour les souris de la lignée DBA/2. 
 
 On s'intéresse maintenant à la lignée C57B1/6J. La Figure 46, répertorie les valeurs 





















Références des Souris Concentration réelle de l'inoculum en bactéries / mL 
M4G (bactéries / mg de tissu 
mammaire) 
B6-121002-1 1,3.109 8,0.106 
B6-121002-2 1,3.109 4,0.106 
B6-121002-3 1,3.109 8,3 
B6-121008-4 6,5.107 2,8.101 
B6-121022-5 3,6.106 9,0.103 
B6-121022-6 3,6.106 5,6.104 
B6-121022-7 3,6.106 1,7.104 
B6-121022-8 3,6.106 1,7.104 
B6-121023-9 1,9.107 3,4.104 
B6-121031-10 5,0.105 1,2.104 
B6-121106-11 5,8.105 6,7.104 
B6-121106-12 5,8.105 3,3.105 
B6-121114-13 1,7.108 7,5.105 
B6-121204-14 1,8.108 4,2.102 
B6-121206-15 4,0.108 1,7.107 
B6-121206-16 4,0.108 6,3.106 
B6-121211-17 2,0.108 4,7.106 
B6-121220-18 3,6.107 9,0.105 
B6-121220-19 3,6.107 1,7.106 
B6-121220-20 3,6.107 4,1.106 
B6-121220-21 3,6.107 0 
B6-130108-22 4,0.107 4,8.105 
B6-130124-23 3,6.107 1,9.102 
 
Figure 46 : Concentrations réelles des inoculums et valeurs des comptages bactériens de la mamelle infectée 24 
après l’inoculation pour les souris de la lignée C57B1/6J. 
 
 De même que pour la lignée DBA/2, on remarque que pour une même valeur de 
concentration de l’inoculum, des valeurs de comptages bactériens différentes existent. Les 
comptages bactériens dans le tissu mammaire 24 heures après l’infection ne peuvent pas être 







Figure 47 : Représentation graphique des comptages bactériens 24 heures après infections selon la concentration 
réelle de l'inoculum injecté pour les souris de la lignée C57B1/6J. 
 
 Après avoir répertorié et associé chaque valeur de comptage bactérien avec la 
concentration de l'inoculum injecté à chaque, on va analyser ses données. Pour les deux 
lignées de souris, on effectue le travail suivant : 
 
• On définit les comptages bactériens des mamelles M4G infectées 24 heures après 
l'inoculation, comme étant la variable à expliquer Yi. 
 
• On définit les concentrations réelles des inoculums utilisés comme la variable 
explicative Xi. 
 
• On cherche une corrélation entre ces deux variables : les Yi sont-ils définis par une 
fonction linéaire des Xi ?  
 
 
• Pour tester cette hypothèse, on utilise un test de régression linéaire. 
 
 Pour la lignée de souris DBA/2, on obtient un coefficient de corrélation R2 de 8,4.10-5. 
Ce coefficient est largement inférieur à 1. Les variables  Xi et Yi sont donc très faiblement 
corrélées. L'ajustement de l'équation de régression linéaire est peu fiable. On ne peut donc pas 
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approximer, la relation entre la concentration de l'inoculum et le comptage bactérien 24 
heures après, par un modèle linéaire. 
 
 Pour la lignée de souris C57B1/6J, on obtient un coefficient de corrélation R2 de 
3,4.10-3. De même ce coefficient est inférieur à 1. Comme pour la lignée DBA/2, les variables 
Xi et Yi sont faiblement corrélées et on ne peut pas approximer leur relation par un modèle 
linéaire.  
 
 Lignée DBA/2 Lignée C57B1/6J 
Coefficients de Corrélation R2  8,4.10-5. 3,4.10-3 
 
Figure 48 : Coefficients de corrélation entre la concentration de l'inoculum et le comptage bactérien 24 heures 
après l'infection pour les deux lignées de souris : DBA/2 et C57B1/6J. 
 
 On sait désormais qu'il n'existe pas de corrélation entre la concentration de l'inoculum 
injectée et la valeur du comptage bactérien 24 heures après l'infection. Pour une concentration 
de l'inoculum donnée, on ne peut pas prévoir la valeur du comptage 24 heures après grâce à 

























 Les scores macroscopiques des deux lignées ont été calculés selon la méthode décrite 
plus haut. Les résultats sont présentés dans le Figure 49. 
 
 Lignée DBA/2 Lignée C57B1/6J 
Scores macroscopiques 0,2 0,3 
 
Figure 49 : Scores macroscopiques obtenus pour les deux lignées de souris. 
 
 On souhaite désormais comparer les deux lignées de souris à travers les scores 
macroscopiques des mamelles infectées. On souhaite tester s'il y a une différence significative 
entre ces deux scores. On définit : 
 
• L'hypothèse H0 : il n'y a pas de différence significative entre les scores 
macroscopiques des deux lignées. 
 
• L'hypothèse H1 : les scores macroscopiques des deux lignées sont 
significativement différents.  
 
On utilise le test de Student. On fixe un risque d'erreur alpha à 5% (alpha correspond 
au risque de rejeter H0 à tord). Pour un risque alpha de 5%, la valeur critique ou valeur seuil, 
notée p est de 1,6. On obtient un p = 0,37 ce qui inférieur à 1,6. On accepte H0 et on rejette H1 
ce qui signifie qu'il n'y a pas de différence significative entre les scores macroscopiques des 
deux lignées. 
 
 Il n'y a donc pas de différence significative entre les modifications macroscopiques du 
tissu mammaire chez les souris des deux lignées. Ce résultat est en accord avec le résultat des 
comptages bactériens. En effet, que ce soit par analyse des comptages bactériens ou par 
description macroscopique du tissu mammaire, on ne trouve pas de différence de sensibilité 




 De ce travail, on peut cependant noter que certains critères sont plus fréquemment 
retrouvés que d'autres. L'hypertrophie du tissu mammaire est le critère le plus souvent décrit 
chez les deux lignées de souris. Pour les souris DBA/2, les autres critères sont retrouvés en 
fréquences équivalentes. Pour les souris C57B1/6J, c'est la décoloration qui est le plus 
souvent décrite après l'hypertrophie du tissu mammaire. Les autres critères sont présents de 
façon équivalente. 
 
 Nombre de souris de la lignée 
DBA/2 présentant le critère 
(18 souris au total) 
Nombre de souris de la lignée 
C57B1/6J présentant ce critère 
(23 souris au total) 
Hypertrophie 8 sur 18 soit 44 % 17 sur 23 soit 74 % 
Décoloration 3 sur 18 soit 16 % 10 sur 23 soit 43 % 
Tissu hémorragique 3 sur 18 soit 16 % 4 sur 23 soit 17 % 
Adhérences aux tissus sus et 
sous jacents 3 sur 18 soit 16 % 5 sur 23 soit 22 % 
Œdème  3 sur 18 soit 16 % 3 sur 23 soit 13 % 
 
Figure 50 : Nombre de souris présentant chaque critère de description macroscopique du tissu mammaire pour 

















III. COUPES HISTOLGIQUES 
 
 
1) DESCRIPTION DU TISSU MAMMAIRE ET COMPARAISON DES DEUX 
LIGNEES DE SOURIS 
 
 
 Grâce aux coupes histologiques réalisées pour les deux mamelles de chaque souris, 
l'évolution du tissu mammaire après l'infection a été étudiée. Les modifications histologiques 
causées par l'inoculation du Staphylococcus aureus ont été analysées de manière descriptive. 
 
a) Description de l'évolution du tissu mammaire des souris des deux 
lignées 
 
• Mamelles Témoins : L'observation des mamelles M4D montre qu'aucune 
modification histologique n'apparaît dans les 24 heures suivant l'injection de sérum 
physiologique. Ainsi, on observe un tissu mammaire sain et en lactation : présence 
de lait dans les alvéoles. L'activité sécrétrice de la mamelle est importante, une 
vasodilatation physiologique est parfois observée. L'architecture des alvéoles est 
conservée, les cellules épithéliales ne montrent pas de signe de souffrance. On peut 
toutefois noter, l'observation, sur certaines lames, de quelques cellules épithéliales 
qui desquament dans la lumière des alvéoles. Lorsque de telles images sont 
décrites, elles restent très localisées et ne sont jamais associées à une réaction 
inflammatoire. Cette légère altération est probablement due aux manipulations lors 
de l'injection de sérum physiologique. En effet, lors de l'inoculation du volume de 
sérum physiologique, le tissu mammaire est mis sous tension avec une pince pour 
éviter qu'il ne soit repoussé lors de l'introduction de l'aiguille dans le trayon. Cette 
mise sous pression peut être responsable des légers dommages localement 
observés. La description du tissu mammaire témoin permet d'avoir un point de 




















Figure 51 : Mamelle M4D Témoin de la souris DBA-121008-2, coupe histologique HE x 40 : tissu mammaire physiologique, architecture alvéolaire et activité sécrétrice 








Activité sécrétrice : 





• Mamelles Infectées : L'observation des mamelles M4G révèle plusieurs entités.  
 
 
 Parfois, le tissu mammaire n'a subi aucune modification. On retrouve 
l'architecture du tissu sain, l'activité sécrétrice n'est pas modifiée puisqu'on 
observe du lait dans les alvéoles. Aucune souffrance cellulaire n'est 
observée. 
 
 Dans d’autres cas, le tissu mammaire est modifié. On observe alors la 
présence d'œdème du tissu mammaire. La vasodilatation est plus marquée, 
dans certains cas, une congestion est même décrite. Par ailleurs, on observe 
nettement une desquamation importante des cellules épithéliales dans la 
lumière des alvéoles : les cellules épithéliales présentent des signes de 
dégénérescence, elles se vacuolisent et certaines montrent même une 
activité de phagocytose. On observe alors des débris internalisés et bien 
visibles dans leur cytoplasme, on parle de cellules épithéliales 
macrophagiques. Cette souffrance cellulaire va parfois jusqu'à la nécrose 
du tissu mammaire. Dans certains cas, cette nécrose touche également le 
tissu cutané. Enfin, la production de lait est altérée : pas ou peu de lait 
visible dans les lumières alvéolaires. 





















Figure 52 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 40, tissu mammaire physiologique, sain, pas de modifications histologiques observées, 





Activité sécrétrice : 
présence de lait 





















Figure 53 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-130124-23, coupe histologique HE x 40, observation de cellules épithéliales qui desquament dans la lumières des alvéoles, 
congestion du tissu mammaire : tissu mammaire pathologique suit à l’inoculation du Staphylococcus aureus. 
 
Cellules épithéliales qui 
desquament dans la 
lumière des alvéoles 
Vasodilatation, 























Figure 54 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-130124-23, coupe histologique HE x 200, observation de cellules épithéliales qui desquament dans la lumières des 
alvéoles, présence de vacuoles dans le cytoplasme des cellules épithéliales : signes de souffrance et de dégénérescence cellulaire.
Cellules épithéliales qui 
desquament dans la lumière 
des alvéoles, vacuoles 
visibles dans leurs 
cytoplasmes 
















































Figure 56 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-130108-22, coupe histologique HE x 40, infiltration œdémateuse du tissu mammaire, zones de nécrose cutanée et sous 
cutanée au niveau du point d’injection de la charge bactérienne. 
 
Œdème tissulaire 
Zones de nécrose des tissus 





















Figure 57 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 100, œdème massif et congestion du tissu mammaire : évolution pathologique 24 
heures après l’inoculation du Staphylococcus aureus.
Œdème tissulaire 
Congestion du tissu mammaire 






















Figure 58 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 1000, cellules épithéliales macrophagiques, observation de débris phagocytés dans le 
cytoplasme de cellules épithéliales ayant desquamé dans la lumière d'une alvéole mammaire.
Cellules épithéliales 
macrophagiques, débris visibles 




Après cette étude descriptive de l’évolution du tissu mammaire suite à l’infection par 
la Staphylococcus aureus, les lames ayant montré une évolution pathologique ont été 
comptabilisées pour chacune des deux lignées de souris.  
 
La Figure 59 présente le nombre de lames à évolution pathologique ou non pour la 
lignée DBA/2. 
 
 Tissu sain Tissu pathologique 
Nombre (sur 18 lames) 7 lames soit 39 % 11 lames soit 61 % 
 
Figure 59 : Comptabilisation des lames d'apparence saine et des lames à évolution pathologique pour les 
mamelles M4G des souris de la lignée DBA/2. 
 
 Pour la lignée DBA/2, on retrouve une évolution pathologique du tissu mammaire 
infecté par le Staphylococcus aureus dans 61 % des cas. Dans les 39 % restants, aucune 
modification n'a été décrite sur les coupes observées au microscope. 
 
 La Figure 60 présente le nombre de lames à évolution pathologique ou non pour la 
lignée C57B1/6J. 
 
 Tissu sain Tissu pathologique 
Nombre (sur 23 lames) 5 lames soit 22 % 18 lames soit 78 % 
 
Figure 60 : Comptabilisation des lames d'apparence saine et des lames d'apparence pathologique pour les 
mamelles M3G des souris de la lignée C57B1/6J. 
 
 Pour la lignée C57B1/6J, on retrouve une évolution pathologique du tissu mammaire 
infecté par le Staphylococcus aureus dans 78 % des cas. Dans les 22 % restants, aucune 







b) Absence de différence dans l'évolution du tissu mammaire des deux 
lignées de souris 
 
 D'après les descriptions de l'évolution du tissu mammaire après infection par le 
Staphylococcus aureus chez les deux lignées de souris, on voit qu'il n'y a pas de différence 
marquante dans les types d'évolution observés. Ainsi, on retrouve chez les deux lignées de 
souris et de façon aléatoire deux types d'évolution : 
 
• Aucune modification du tissu mammaire : le tissu a l'aspect de celui des 
mamelles témoins. 
 
• Evolution pathologique du tissu mammaire : le tissu présente alors des signes 
de souffrance cellulaire. Un œdème, une congestion voire une nécrose tissulaire, 
une dégénérescence cellulaire, des cellules épithéliales qui desquament dans les 
lumières alvéolaires et acquièrent une capacité de phagocytose (cellules 
épithéliales macrophagiques) sont alors décrits. 
 
 Les pourcentages de lames montrant des évolutions pathologiques pour les deux 




 Lignée DBA/2 Lignée C57B1/6J 
Pourcentage de souris chez 
lesquelles une évolution 
pathologique du tissu 
mammaire a été observée (%) 
61 78 
 
Figure 61 : Pourcentages de souris chez lesquelles l'observation des coupes de tissu mammaire a montré une 
évolution pathologique 24 heures après l'infection par le Staphylococcus aureus chez les deux lignées DBA/2 et 
C57B1/6J. 
 
 De cette étude descriptive de l'évolution du tissu mammaire 24 heures après l’infection 
par le Staphylococcus aureus, on ne peut pas conclure à l'existence de sensibilités différentes 
pour les deux lignées de souris. Les évolutions observées sont similaires chez les souris 
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infectées quelque soit leur lignée d'origine. Le tissu mammaire des souris des deux lignées 
semblent réagir et évoluer de façon identique. 
 
 
2) DESCRIPTION DE L'INFLAMMATION ET DES CELLULES 
IMMUNITAIRES RECRUTEES ET COMPARAISON DES DEUX LIGNEES 
 
 
 L'étude histologique avait également pour but d'étudier la réponse immunitaire de la 
mamelle suite à l'infection par la Staphylococcus aureus. Ainsi, pour chacune des deux 
mamelles de chaque souris, les éventuelles cellules immunitaires recrutées ont été décrites, 
identifiées et recensées afin d'obtenir le type de réaction immunitaire mise en place. 
 
 
a) Description de la réponse immunitaire des souris des deux lignées 
 
• Mamelles Témoins : Pour l'ensemble des mamelles témoins des souris de l'étude, 
aucune réaction inflammatoire n'a été observée. Il n'y a notamment pas de 
recrutement neutrophilique décrit pour les mamelles témoins. Aucune réaction 
inflammatoire n’a été décrite pour l’ensemble des mamelles témoins. Lorsque le 
nœud lymphatique était observable sur la coupe, celui-ci avait un aspect 





















Figure 62 : Mamelle M4D Témoin de la souris B6-121002-3, coupe histologique HE x 40, tissu mammaire en lactation, pas d'inflammation ni de recrutement de cellules 
immunitaires, nœud lymphatique physiologique non réactionnel riche en mastocytes et en lymphocytes.
Nœud lymphatique non 
réactionnel 





• Mamelles Infectées : Tout d'abord, on retrouve parfois des mamelles pour 
lesquelles aucun signe d'inflammation n'est visible. Le tissu est alors identique à 
celui des mamelles témoins, il n’y a pas de réaction inflammatoire visible sur la 
lame observée dans les 24 heures qui suivent l’inoculation du Staphylococcus 
aureus. Si une réaction inflammatoire est présente, on en distingue alors trois 
types. 
 
 Abcès : des abcès bien circonscrits sont parfois visibles. On y observe 
exclusivement des neutrophiles. Les abcès présentent une architecture 
classique avec une coque plus ou moins circulaire et un contenu 
suppuratif riche en neutrophiles. On peut observer des bactéries 
internalisées dans les neutrophiles. Dans la majorité des cas les abcès 
envahissent le tissu mammaire mais dans certains cas, c'est le tissu 
sous-cutané qui est concerné par l'abcès. L'abcès sous cutané repousse 
alors le tissu mammaire sans l'envahir franchement. Des infiltrations 
neutrophiliques peuvent être observées aux marges de l'abcès, elles 






















Figure 63 : Mamelle M4G Infectée de la souris DBA-121022-4, coupe histologique HE x 10, présence d'un abcès envahissant le tissu mammaire et s’étendant en infiltrations 
plus ou moins linéaires dans le tissu mammaire sous-jacent. 
 




















Figure 64 : Mamelle M4G Infectée de la souris DBA-121008-2, coupe histologique HE x 40, présence d'un abcès mammaire évoluant en une infiltration neutrophilique du 
tissu mammaire sous jacent, l’abcès est bien circonscrit et on y observe exclusivement des neutrophiles.






















Figure 65 : Mamelle M4G infectée de la souris DBA-121008-2, coupe histologique HE x 1000, abcès envahissant  le tissu mammaire, activité de phagocytose importante 
mise en évidence par la présence de bactéries dans le cytoplasme de certains neutrophiles. 
Activité de phagocytose : 
polynucléaires neutrophiles 
infiltrant le tissu mammaire et 




 Infiltration inflammatoire : la réaction inflammatoire s'observe, d'autre 
part, sous forme d'une infiltration plus ou moins diffuse du tissu mammaire 
ou restant dans le tissu sous-cutané. Il s'agit d'une infiltration 
neutrophilique. Elle est interstitielle et alvéolaire et peut parfois envahir le 
tissu mammaire par l'intermédiaire des septas du tissu conjonctif. Tout 
comme pour les neutrophiles observés dans les abcès, on peut retrouver des 

















































Figure 67 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-130108-22, coupe histologique HE x 200, infiltration neutrophilique interstitielle et alvéolaire focale du tissu mammaire 
associée à une desquamation de cellules épithéliales dans la lumière des alvéoles.
Cellules épithéliales qui 
desquament dans la 
lumière alvéolaire 
Neutrophiles dans la 






















Figure 68 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 200, infiltrations neutrophiliques interstitielle et alvéolaire diffuses du tissu 


























Figure 69 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 1000, infiltration neutrophilique interstitielle et alvéolaire du tissu mammaire, 
mammite suppurative, activité de phagocytose mise en évidence par la présence de bactéries dans le cytoplasme de certains neutrophiles alvéolaires.























Figure 70 : Mamelle M4G Infectée de la souris DBA-130124-14, coupe histologique HE x 40, infiltration neutrophilique et hémorragique du tissu conjonctif supra-mammaire 
avec prolongement dans le tissu mammaire le long des septas conjonctifs.
Infiltration neutrophilique et 
hémorragique du tissu 
conjonctif 
Infiltrations neutrophiliques et 
hémorragiques dans le tissu 
mammaire, prolongement de 





















Figure 71 : Mamelle M4G Infectée de la souris DBA-130124-14, coupe histologique HE x 200, infiltration neutrophilique et hémorragique du tissu conjonctif supra-
mammaire avec prolongement dans le tissu mammaire le long des septas conjonctifs, l’infiltration hémorragique est probablement due à l’action délabrante de l’aiguille 
utilisée pour l’inoculation du Staphylococcus aureus. 




 Abcès qui s’étendent sous formes de travées inflammatoires : on peut 
observer les deux entités sur la même lame, un abcès bien circonscrit 
s'étend sous forme de travées inflammatoires qui infiltrent le tissu 























Figure 72 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-2, coupe histologique HE x 10, présence d'un abcès envahissant le tissu mammaire évoluant en une infiltration 
locale du tissu sous-jacent, image évocatrice d’un phlegmon. 
Abcès du tissu mammaire 

























Figure 73 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-2, coupe histologique HE x 40, présence d'un abcès du tissu mammaire évoluant en une infiltration neutrophilique 
interstitielle et alvéolaire locale du tissu mammaire sous-jacent. 
Abcès du tissu 
mammaire 























Figure 74 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-2, coupe histologique HE x 200, présence d'un abcès envahissant le tissu mammaire, évoluant en une infiltration 
neutrophilique interstitielle et alvéolaire du tissu mammaire sous-jacent. 
Abcès du tissu 
mammaire 



















Figure 75 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-2, coupe histologique HE x 1000, neutrophiles de l'abcès mammaire, activité de phagocytose : présence de 
bactéries dans le cytoplasme de certains neutrophiles.
Présence de bactéries 




 Après cette étude descriptive, les différents types d’évolution observés ont été 
comptabilisés pour toutes les mamelles infectées des souris des deux lignées.  
 
Pour la lignée DBA/2, le nombre de mamelles infectées pour lesquelles on a observé 
chacun des trois types d’évolution est rapporté dans la Figure 76. 
 
 Abcès Infiltrations Absence d'inflammation 
Nombre (sur 18 
lames) 
9 lames 4 lames 5 lames 
 
Figure 76 : Comptabilisation des lames sur lesquelles on observe un abcès, une infiltration neutrophilique ou 
aucune réaction inflammatoire pour les mamelles infectées des souris de la lignée DBA/2. 
 
 D'après ces observations on retrouve donc une réaction inflammatoire (tout type 
confondus : abcès ou infiltrations) dans 72 % des cas pour les souris de la lignée DBA/2. 
Dans tous les cas où une inflammation est visible, les cellules immunitaires recrutées sont 
exclusivement des neutrophiles. 
 
 Pour la lignée C57B1/6J, le nombre de mamelles infectées pour lesquelles on a 
observé chacun des trois types d’évolution est rapporté dans la Figure 77. 
 
 
 Abcès Infiltrations Absence d'inflammation 
Nombre (sur 23 
lames) 
15 11 4 
 
Figure 77 : Comptabilisation des lames sur lesquelles on observe un abcès, une infiltration neutrophilique ou 
aucune réaction inflammatoire pour les mamelles infectées des souris de la lignée C57B1/6J. 
 
 D'après ces observations on retrouve donc une réaction inflammatoire (tout type 
confondus : abcès ou infiltrations) dans 65 % des cas pour les souris de la lignée C57B1/6J. 
Tout comme pour les souris de la lignée DBA/2, dans tous les cas où une inflammation est 




b) Absence de différence dans le type de réponse immunitaire mise en 
place chez les deux lignées de souris 
 
De cette étude descriptive de la réponse immunitaire du tissu mammaire observée 24 
heures après l'infection par le Staphylococcus aureus, on peut conclure qu'il n'existe pas de 
différence entre la nature de cette réponse chez les deux lignées de souris. Lorsqu'une 
inflammation est observée, quelque soit la lignée d'origine de la souris, on recense 
exclusivement des neutrophiles. Par ailleurs les différents types d'inflammation décrits sont 
identiques chez les deux lignées : 
 
• Inflammation sous forme d’abcès bien circonscrits 
• Inflammation sous forme de travées linéaires infiltrantes envahisssant le tissu 
mammaire (infiltration interstitielle ou alvéolaire) 
• Inflammation « mixte » avec un abcès qui se poursuit de façon linéaire en infiltrant 
le tissu mammaire. 
 
 Enfin, si les types de réponse immunitaire mises en place sont identiques pour les deux 
lignées, on voit aussi que les pourcentages de souris chez lesquelles on observe une réaction 
inflammatoire sont similaires. 
 
 Lignée DBA/2 Lignée C57B1/6J 
Pourcentage de souris chez 
lesquelles une inflammation 
est observée (%) 
72 65 
 
Figure 78 : Pourcentages de souris chez lesquelles l'observation des coupes de tissu mammaire a montré une 
inflammation 24 heures après l'infection par le Staphylococcus aureus chez les deux lignées DBA/2 et C57B1/6J. 
 
 De cette étude descriptive de la réponse immunitaire mise en jeu par le tissu 
mammaire après infection par le Staphylococcus aureus, on ne peut pas conclure à l'existence 
de sensibilités différentes pour les deux lignées de souris. Les types d'inflammation observées 
et les cellules immunitaires recrutées sont similaires chez les souris infectées quelque soit leur 
lignée d'origine. Pour les deux lignées de souris, la réponse immunitaire mise en place dans 
les premières 24 heures semble de même nature et de même intensité. La nature et la vitesse 
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de recrutement des cellules immunitaires est identiques chez les souris des deux lignées. Les 
variations observées sont interindividuelles et ne sont pas en lien avec l'appartenance à l'une 
des deux lignées. 
 
 
3) VARIATIONS HISTO-PATHOLOGIQUES OBSERVEES POUR UNE 
MEME MAMELLE INFECTEE 
 
 
 Lors du travail de lecture des lames de mamelles infectées, de grandes variations ont 
été observées entre les trois ou quatre coupes provenant d'une même mamelle. Ainsi, pour une 
même mamelle infectée, des différences importantes sont décrites en fonction de la coupe 
observée. Ces différences concernent à la fois l'évolution du tissu mammaire et le recrutement 
de cellules immunitaire. 
 
 
a) Variations concernant l'évolution du tissu mammaire pour chaque 
mamelle infectée 
 
Comme décrit plus haut, pour chaque mamelle, trois à quatre coupes sagittales ont été 
effectuées. Il est intéressant de noter que pour chaque mamelle infectée, quelque soit la lignée, 
des variations importantes ont été observées au sein d'un même tissu mammaire. 
 
 Ainsi, pour un tissu mammaire provenant d'une mamelle infectée, les trois coupes 
peuvent révéler des images histologiques très différentes. Dans de nombreux cas, sur une 
coupe, on peut observer une souffrance tissulaire importante (desquamation, nécrose, perte 
d'activité sécrétrice). Sur la même lame, les coupes voisines ne révèlent que de très légères 
modifications voire une absence totale de modification histologique (images identiques à 
celles de la mamelle témoin).  
 
Les Figures 79 et 80 montrent deux coupes provenant de la mamelle infectée d’une 
même souris (la souris B6-121002-1). Ces deux coupes sont assemblées sur la même lame et 





















Figure 79 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique  n°1 HE x 200, mammite neutrophilique, infiltration neutrophilique interstitielle et 
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Figure 80 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique n°2 HE x 100, tissu mammaire sain ayant conservé son activité sécrétrice, pas d'infiltration 
neutrophilique, pas de dégénérescence des cellules épithéliales.
Tissu mammaire 
physiologique, activité 
sécrétrice : présence de 




 Etant donné l'épaisseur des coupes histologiques (3 à 5 micromètres d'épaisseur), et au 
vu des variations notables concernant les observations histologiques au sein d'une même 
mamelle infectée, il semblerait que, si le tissu subit une évolution pathologique, celle-ci 
resterait très localisée, voire circonscrite, du moins dans les premières 24 heures. D'une coupe 
à l'autre, au sein d'une même mamelle, les observations diffèrent massivement et les 
conclusions que l'on en tire peuvent donc varier largement. Ainsi, si pour chaque mamelle on 
avait effectué une unique coupe sagittale, il est possible que certaines modifications 
pathologiques majeures n'aient pas été observées. Cette variabilité d'observations induit une 
variabilité dans les résultats. Ceci semble dû, d'une part, au choix du plan de coupe (coupes 
sagittales), et d'autre part, au fait que les modifications histologiques éventuelles sont très 
localisées et ne semblent pas envahir l'ensemble du tissu mammaire. 
 
b) Variations concernant la réponse immunitaire pour chaque mamelle 
infectée 
 
 De même que pour la description histologique, lorsqu'on s'intéresse au recrutement des 
cellules immunitaires et à la réaction inflammatoire, on observe des variations au sein d'une 
même mamelle infectée. 
 
 La nature des cellules immunitaires recrutées reste la même : il s'agit exclusivement de 
neutrophiles. En revanche, d'une coupe à l'autre on décrit soit un recrutement massif de 
neutrophiles avec une inflammation majeure (abcès ou infiltrations) soit une absence totale de 
recrutement neutrophilique et de processus inflammatoire (images identiques à celles de la 




















Figure 81 : Mamelle M4G Infectée de la souris B6-121022-5, coupes histologiques n°1 et n°2 HE x 10, abcès du tissu mammaire sur la coupe n°1, pas de réaction 
inflammatoire ni de recrutement de cellules immunitaires sur la coupe n°2.
Abcès évoluant en infiltration 





 Selon les même arguments que ceux évoqués plus haut, on tire de ces observations 
l'idée que la réaction inflammatoire provoquées par l'infection au Staphylococcus aureus en 
voie intra-mammaire reste très localisée, du moins, pendant les premières 24 heures. Pour 
aucune des souris un envahissement total du tissu mammaire infecté par un infiltrat 
neutrophilique n'a été décrit. 
 
c) Proportions des coupes à évolution pathologique pour chaque mamelle 
infectée 
 
 Pour chaque souris, nous avons recensé le nombre de coupes à évolution pathologique 
sur les trois à quatre coupes effectuées pour chaque mamelle infectée. Par évolution 
pathologique, on entend, remaniement du tissu mammaire comme décrit dans la partie 
concernant l'évolution pathologique du tissu. On ajoute à cette notion de remaniement, la 
présence ou non d'une réponse immunitaire, c'est à dire un recrutement ou non de neutrophiles 
(quelque soit sa forme : abcès, infiltrations). 
 
La Figure 82 recense les coupes de mamelles infectées présentant une évolution 




















Références des Souris Nombre de coupes à évolution pathologique 
DBA-121008-1 3 coupes sur 4 
DBA-121008-2 0 
DBA-121016-3 1 coupe sur 4 
DBA-121022-4 2 coupes sur 4 
DBA-121022-5 2 coupes sur 4 
DBA-121023-6 1 coupe sur 4 
DBA-121031-7 1 coupe sur 3 
DBA-121031-8 1 coupe sur 3 
DBA-121106-9 1 coupe sur 4 
DBA-121106-10 2 coupes sur 4 
DBA-121206-11 0 
DBA-121220-12 0 
DBA-130108-13 1 coupe sur 3 







Figure 82 : Recensement des coupes histologiques à évolution pathologique pour chaque mamelle infectée chez 














La Figure 83 recense les coupes de mamelles infectées présentant une évolution 
pathologique pour les souris de la lignée C57B1/6J. 
 
Références des Souris Nombre de coupes à évolution pathologique 
B6-121002-1 1 coupe sur 3 
B6-121002-2 0 
B6-121002-3 1 coupe sur 3 
B6-121008-4 1 coupe sur 4 
B6-121022-5 2 coupes sur 4 
B6-121022-6 0 
B6-121022-7 0 
B6-121022-8 2 coupes sur 4 
B6-121023-9 2 coupes sur 4 
B6-121031-10 2 coupes sur 4 
B6-121106-11 1 coupe sur 4 
B6-121106-12 1 coupe sur 4 
B6-121114-13 1 coupe sur 4 
B6-121204-14 1 coupe sur 3 
B6-121206-15 1 coupe sur 4 
B6-121206-16 0 
B6-121211-17 1 coupe sur 4 
B6-121220-18 0 
B6-121220-19 1 coupe sur 4 
B6-121220-20 1 coupe sur 4 
B6-121220-21 1 coupe sur 4 
B6-130108-22 1 coupe sur 4 
B6-130124-23 2 coupes sur 4 
 
 
Figure 83 : Recensement des coupes histologiques à évolution pathologique pour chaque mamelle infectée chez 








Pourcentage moyen de coupes histologiques à 
évolution pathologiques pour les mamelles 
infectées (%) 
Lignée DBA/2 24 
Lignée C57B1/6J 26 
 
Figure 84 : Pourcentages moyens de coupes histologiques montrant une évolution pathologique 24 heures après 
l'inoculation du Staphylococcus aureus en intra-mammaire, pour les deux lignées de souris. 
 
 Ainsi avec cette méthode de coupe, dans le plan sagittal, on obtient, en moyenne, une 
coupe montrant une évolution pathologique sur 4, quelque soit la lignée de la souris. Ce 
pourcentage semble relativement faible pour pouvoir se fier aux résultats obtenus. La question 
de la reproductibilité d'un tel protocole se pose donc. Si les résultats varient considérablement 
selon la coupe histologique observée au sein d’une même mamelle, il semble difficile de 


























SECTION 3 : DISCUSSION 
 
 
I. ABSENCE DE DIFFERENCE SIGNIFICATIVE CONCERNANT LES 
SENSIBILITES AUX INFECTIONS EN INTRA-MAMMAIRE CHEZ 
LES LIGNEES DE SOURIS DBA/2 ET C57B1/6J 
 
 
 Le premier but de l'étude était de rechercher une éventuelle différence de sensibilité 
aux infections intra-mammaires par le Staphylococcus aureus chez les deux lignées de souris 
utilisées. Notre étude ne nous a pas permis de conclure à l'existence d'une différence de 
sensibilité significative entre les deux lignées de souris.  
 
Tout d’abord, les comptages bactériens 24 heures après l'inoculation ne montrent pas 
de différence interprétable et biologiquement significative.  
 
Cliniquement, les souris des deux lignées ont montré des sensibilités identiques : 
aucune atteinte de l'état général n'a été observée dans les 24 heures suivant l'infection.  
 
Macroscopiquement, pour les deux lignées, on retrouve à la fois des souris ayant un 
tissu mammaire très modifié, pathologique et des souris dont le tissu mammaire est sain Il 
existe des évolutions différentes selon les souris, mais sans lien avec une éventuelle résistance 
ou sensibilité des lignées. L’existence de différents types d’évolutions est à relier à des 
variations interindividuelles et non à l’appartenance à l’une des deux lignées de souris.  
 
Enfin, histologiquement, on retrouve des évolutions identiques pour les deux lignées 
de souris. Des variations sont observées et on distingue différents types d'évolution mais on 
ne peut pas les relier à l'appartenance à l'une des deux lignées. Les deux types d'évolution 
(évolution pathologique ou absence d'anomalie 24 heures après l'infection) sont retrouvés en 
proportions identiques chez les deux lignées de souris. La variabilité semble donc plutôt 
interindividuelle, sans lien avec l'appartenance à l'une des deux lignées.  
 
Notre étude ne permet donc pas de conclure à une éventuelle résistance de l’une des 





1) VALIDITE DE L’HYPOTHESE DE DEPART : EN QUOI LES SOURIS 
DBA/2 SERAIENT ELLES PLUS SENSIBLES QUE LES SOURIS C57B1/6J 
AUX INFECTIONS EN VOIE INTRA-MAMMAIRE ? 
  
 
L'hypothèse de départ était l’existence d’une éventuelle sensibilité plus importante des 
souris DBA/2 face aux infections en voie intra-mammaire, en lien avec leur sensibilité plus 
marquée que celle des souris C57B1/6J lors d’infections en voie intra-péritonéale. Si l'on reste 
sur cette hypothèse et que l’on recherche une sensibilité plus importante des souris DBA/2, la 
question se pose de la nécessité d'une étude de la cinétique de l'infection intra-mammaire. En 
effet, on peut supposer que la résistance des souris C57B1/6J s'exprime plus tardivement 
(après les premières 24 heures). Peut-être que si les souris avaient été sacrifiées plus 
tardivement, avec un suivi toutes les 12 heures de leur état général, la différence entre les 
deux lignées serait apparue plus nettement. L'état général, l'aspect macroscopique du tissu 
mammaire, les comptages bactériens et les coupes histologiques auraient alors peut-être 
révélé une différence de sensibilité entre les deux lignées. Dans les premières heures qui 
suivent l'inoculation, le système immunitaire des souris des deux lignées peut intervenir de 
façon identique (même cellules immunitaires recrutées, en même temps, même mécanismes 
de défense). C'est seulement plus tard que le système immunitaire des souris C57B1/6J serait 
différemment orienté et s'avèrerait plus efficace. On peut supposer que si les souris avaient été 
sacrifiées plus tard (48 à 72 heures après inoculation par exemple), le système immunitaire 
des souris résistantes aurait répondu de façon significativement différente par rapport à celui 
des souris sensibles. La nature des cellules immunitaires recrutées aurait peut-être était 
différente d'une lignée à l'autre. Les comptages bactériens auraient probablement montré des 
écarts significatifs révélant des différences d'efficacité des réponses immunitaires. Cette idée 
d’une apparition tardive de la résistance d’une des deux lignées de souris (apparition au-delà 
des 48 heures suivant l’inoculation de la bactérie), vient de travaux réalisés sur le tissu sous-
cutané [Mcloughlin, 2006]. Il s’agit d'infections expérimentales au Staphylococcus aureus 
réalisées en voie sous-cutanée. Dans ces travaux, il a été montré que les neutrophiles sont 
massivement recrutés dans les premières 24 heures suivant l'infection du tissu sous-cutané et 
que les macrophages sont exportés depuis la circulation sanguine seulement à partir du 
deuxième jour post-inoculation [Mcloughlin, 2006]. Dans le tissu mammaire, on peut 
supposer que les cellules immunitaires ont des cinétiques de recrutement différentes selon leur 
nature. Ainsi, si les macrophages sont recrutés plus tardivement que les neutrophiles (au delà 
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des premières 24 heures par exemple), il est clair que sacrifier les souris 24 heures après 
l'infection ne permet pas d’observer l’afflux des macrophages. Si l'on considère que le 
recrutement des macrophages favorise la résistance à l'infection dans le tissu mammaire, 
sacrifier les souris 24 heures après l'inoculation ne permet donc pas de mettre en évidence des 
différences de sensibilités. 
 
 Cette hypothèse de sensibilité différente pour les deux lignées peut toutefois être 
remise en cause sur le fond. En effet, elle vient d'une extrapolation. Les souris DBA/2 sont 
plus sensibles aux infections à Staphylococcus aureus en voie intra-péritonéale. Cette 
sensibilité accrue est à relier avec des différences, non pas dans le nombre, mais dans la 
nature des cellules immunitaires recrutées sur le site de l'infection. Ainsi, lors d'infections par 
voie intra-péritonéale, la résistance des souris C57B1/6J viendrait d'un recrutement massif et 
rapide de neutrophiles accompagné, par la suite, d'un afflux de macrophages depuis la 
circulation sanguine (afflux de macrophages non observé chez les souris DBA/2 sensibles). 
L'hypothèse d'une sensibilité plus importante des souris DBA/2 aux infections en intra-
mammaire vient du raisonnement selon lequel le tissu mammaire réagirait de façon identique 
au tissu péritonéal lors d'une invasion par le Staphylococcus aureus. Or, on sait que le système 
immunitaire de la mamelle est complexe et présente de nombreuses particularités. La réponse 
immunitaire de la mamelle face à une infection bactérienne se différencie de la réponse que 
peuvent avoir d'autres tissus. Il a été montré que le site et la voie d'infection influence la 
résistance des souris de la lignée C57B1/6J. Ainsi ces souris sont résistantes aux infections 
par le Staphylococcus aureus en voie intra-péritonéale [Von Köckritz-Blickwede, 2008] mais 
semblent particulièrement sensibles lorsque l'infection se fait par voie sous-cutanée [Nippe, 
2010]. Les mécanismes immunitaires qui confèrent à telle ou telle lignée de souris une 
capacité de résistance face à une infection au Staphylococcus aureus diffèrent selon le site et 
la voie d'infection. Par exemple, lors d'infection par voie sous-cutanée, les lymphocytes T 
semblent jouer un rôle majeur dans la mise en place de la réponse immunitaire [Nippe, 2010], 
ce qui n'est pas le cas lors d'infection  par voie intra-péritonéale. De la même façon, si l'afflux 
rapide et massif de neutrophiles peut être un gage de résistance aux infections en voie intra-
péritonéale, on sait que dans certains tissus, le recrutement massif de neutrophiles peut, au 
contraire, avoir des effets délétères. C’est le cas du tissu pulmonaire ou de la cornée. Dans ces 
tissus, le recrutement massif de neutrophiles a un effet négatif sur le contrôle de l'infection et 
diminue les chances de cicatrisation tissulaire et de résistance aux bactéries. Etant données les 
particularités du tissu mammaire, on pourrait envisager l'hypothèse selon laquelle, tout 
comme pour le tissu pulmonaire, l'afflux de neutrophiles est délétère lors d'une infection 
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bactérienne et n'est pas un signe de résistance. Ainsi le fait que les souris C57B1/6J soient 
résistantes aux infections en voie intra-péritonéale ne présage en rien de leur réponse face à 
une infection en voie intra-mammaire.  
 
 




On peut se demander si la virulence de la souche bactérienne utilisée n'a pas influencé 
les résultats. Ainsi, on sait que la souche bactérienne influence directement la nature de la 
réponse immunitaire de l'hôte. Ceci est en lien avec sa virulence plus ou moins importante 
selon l'orientation de la réponse immunitaire. Si la souche utilisée possède une virulence 
accrue, par ses facteurs de virulence propres, par ses mécanismes d'échappement aux 
effecteurs de l'immunité et par l'orientation qu'elle impose au système immunitaire de l'hôte, il 
est envisageable que même les souris résistantes en voie intra-péritonéale (C57B1/6J) aient 
montré une sensibilité plus importante, du moins dans les premières heures suivant 
l’inoculation. La souche utilisée est la souche HG001 rsbU+ dérivée de la souche NCTC8328. 
Il s'agit d'une souche qui a montré une virulence plus importante que la souche NCTC8328 
dont elle dérive. Elle possède une protéine A fonctionnelle, cette protéine se lie aux 
immunoglobulines G et empêche ainsi l'opsonisation des bactéries [Herbert, 2010]. Les 
souches de Staphylococcus aureus possédant une protéine A fonctionnelle peuvent donc, en 
partie, échapper à la phagocytose par les neutrophiles. La souche HG001 rsbU+ est par 
ailleurs capable de synthétiser des hémolysines Alpha et Béta ce qui augmente sa virulence. 
Les protéines capsulaires sont proches de celles de la souche sauvage et rendent possible la 
formation de biofilms [Herbert, 2010]. Ces biofilms permettent à la bactérie de ne pas être 
détectée par le système immunitaire de l'hôte. Elle peut ainsi de se développer et synthétiser 
ses facteurs de virulence, sans être neutralisée par les effecteurs de l’immunité mammaire. 
Enfin, la souche HG001 est capable de survivre et de se développer dans les neutrophiles 
[Herbert, 2010]. Elle apparaît donc comme une souche particulièrement virulente et adaptée 
au tissu mammaire dans lequel elle peut se développer rapidement. Sa capacité de 
colonisation et de survie dans les neutrophiles pourrait diminuer considérablement l’efficacité 
d’une réponse immunitaire recrutant massivement ce type de cellules. On peut même aller 
jusqu'à se demander si un recrutement massif de neutrophiles n'aurait pas un effet délétère 
comme cela a déjà été décrit dans d'autres tissus [Gresham, 2000]. Or dans la littérature tout 
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comme dans notre étude, il a été montré que les neutrophiles sont les premières cellules 
recrutées lors d’infections du tissu mammaire. Ceci expliquerait une virulence accrue de cette 
souche lorsqu'elle est utilisée pour des infections intra-mammaires. La question se pose donc 
quant au choix de la souche bactérienne utilisée : la souche HG001 est-elle trop virulente pour 
les infections expérimentales en voie intra-mammaire ? Empêche-t-elle une éventuelle 









II. VALIDATION D'UN PROTOCOLE EXPERIMENTAL 
D'INFECTION DES SOURIS EN INTRA- MAMMAIRE 
 
 




On peut s'interroger sur l'existence d'une charge bactérienne non nulle pour les 
mamelles « M4D – Témoins ». Les moyennes des comptages pour les mamelles témoins des 
souris des deux lignées révèlent l'existence d'une charge bactérienne dans le tissu mammaire 
après injection de sérum physiologique. Ceci peut s'expliquer par deux mécanismes distincts. 
 
• Lors de l’inoculation de sérum physiologique, malgré le nettoyage à l'alcool, 
l'aiguille est contaminée par son passage à la surface de la peau. Or on sait que le 
Staphylococcus aureus est physiologiquement présent sur la peau des mammifères. 
Il n'est donc pas exclu que l'aiguille emmène avec elle une partie de la flore 
commensale cutanée et contamine ainsi la tissu mammaire. 
• Lors des prélèvements, une contamination post mortem du tissu mammaire utilisé 
pour les comptages ne peut être totalement exclue. Cette contamination peut, par 
exemple, provenir de la flore commensale de la peau des souris. 
 
 Dans les deux cas, les moyennes des comptages des mamelles témoins restent faibles 
et significativement inférieurs aux comptages des mamelles infectées. On peut donc 




2) ABSENCE DE CORRELATION ENTRE LA CHARGE BACTERIENNE 
INOCULEE ET LES COMPTAGES BACTERIENS 24 HEURES APRES 
 
 
 Dans un second temps, l'idée de cette étude était de valider un protocole d'infections 
de souris en voie intra-mammaire. On peut, tout d'abord, s'intéresser à l'absence de corrélation 
entre la charge bactérienne inoculée et le comptage bactérien 24 heures après l'infection. Il n'y 
a en effet, aucune corrélation entre ces deux variables, et ce, pour les deux lignées de souris. 
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Ceci n'est pas forcément étonnant. En effet, plusieurs travaux utilisant le modèle de mammites 
chez la souris on montré que quelque soit la charge bactérienne inoculée, le comptage 
bactérien est maximal 24 heures après et la moyenne est alors de l'ordre de 108 à 109 CFU / 
grammes de tissu mammaire [Brouillette, 2005]. Pour un inoculum à 2,75.102 bactéries par 
mamelle, la moyenne des comptages bactériens après 24 heures est de 2,4.108 bactéries par 
glande mammaire [Chandler, 1970]. On peut citer en exemple, des comptages effectués à 
différents temps après l'inoculation en voie intra mammaire d'une charge bactérienne de 
3.1010 [Anderson, 1975]. 
 
Temps post inoculation Nombre de bactéries vivantes par glande 
mammaire infectée 
T = + 6 heures 7,5.1010 
T = + 12 heures 9.1010 
T = + 18 heures 1,4.1011 
T = + 24 heures 1,5.1011 
T = + 36 heures 1,5.1011 
 
Figure 85 : Chronologie des valeurs de comptages bactériens par glande mammaire infectée au Staphylococcus 
aureus (comptages en nombre de bactéries vivantes par glande mammaire) [Anderson, 1975]. 
 
 Dans notre étude, si on rassemble les deux lignées de souris, et donc quelque soit la 
charge bactérienne utilisée, on obtient une moyenne de 1,5.106 bactéries / mg de tissu 
mammaire (soit 1,5.109 bactéries / g de tissu mammaire). Cette valeur est compatible avec les 
moyennes données dans la littérature et confirment l'absence de corrélation entre la charge 
bactérienne inoculée et le comptage 24 heures après. Notre étude donne donc des résultats 
conformes et compatibles avec ceux déjà établis depuis la mise en place du protocole 












3) DEFAUTS DE FIABILITE ET DE REPRODUCTIBILITE DU PROTOCOLE 
 
 
a) Existence d’une variabilité individuelle élevée des comptages bactériens 
 
 En ce qui concerne les comptages bactériens des mamelles infectées, il est étonnant de 
retrouver des comptages bactériens très bas, très éloignés, à la fois, des moyennes calculées 
dans notre étude et des moyennes décrites dans la littérature [Brouillette, 2005]. Ces 
comptages remarquablement bas, sont observés aléatoirement pour les deux lignées de souris. 
Les écarts vont alors d'un facteur 104 à un facteur 106.  
 
Il est tout d'abord important de noter que chez les souris pour lesquelles on a obtenu un 
comptage très bas, des modifications histo-pathologiques importantes étaient aléatoirement 
observées. Autrement dit, il n'existe pas de corrélation entre les observations histologiques et 
les comptages bactériens. Ainsi on retrouve aléatoirement des souris dont les mamelles 
infectées révèlent une faible charge bactérienne mais présentent des modifications histo-
pathologiques importantes et des souris pour lesquelles les comptages bactériens sont élevés 
et le tissu mammaire peu altéré. Il est intéressant d'expliquer ces comptages inférieurs grâce 
aux variations d'observations histologiques décrites au sein d'une même mamelle. Ainsi, lors 
de l'étude histologique, des variations majeures ont été observées entre les coupes provenant 
d'une même mamelle : certaines coupes montrent des réactions inflammatoires massives, 
d'autres coupes sont identiques au tissu sain des mamelles témoins. Si l'on fait l'hypothèse 
d'une réaction inflammatoire très localisée, très circonscrite, le choix du morceau de tissu 
prélevé aurait alors son importance pour les résultats. Si l'on réalise les comptages bactériens 
sur une zone de tissu qui est le siège d'une réaction inflammatoire majeure, il se peut que le 
nombre de bactéries par mg de tissu mammaire soit important et cohérent avec les moyennes 
décrites dans la littérature [Brouillette, 2005]. A l'inverse, si le morceau de tissu utilisé pour 
les comptages correspond à une zone où l'inflammation est mineure voire absente, on peut 
obtenir des valeurs étonnamment inférieures aux moyennes de référence. C'est probablement 
ce qui s'est passé pour les souris chez lesquelles on a obtenu des comptages bactériens très bas 
: le morceau de tissu mammaire utilisé n'est pas le siège d'une réaction inflammatoire 






b) Variations majeures observées selon les coupes histologiques au sein 
d'une même mamelle infectée 
 
 On peut maintenant s'intéresser aux variations observées dans le tissu mammaire issu 
d'une mamelle infectée. Comme décrit plus haut, selon les coupes, il existe de grandes 
variations histologiques. Pour une même mamelle, on peut observer des images compatibles 
avec un tissu fortement inflammatoire et d'autres similaires à celles retrouvées pour un tissu 
sain. Le choix de réaliser des coupes dans le plan sagittal est original par rapport aux travaux 
réalisés jusqu'ici. En effet, la majorité, si ce n'est la totalité, des études histologiques sont 
faites sur des coupes transversales dans le tissu mammaire [Anderson, 1975]. Dans notre 
étude, lors des premières infections, nous avons réalisé, à la fois des coupes transversales et 
des coupes sagittales. Ceci nous a permis de constater que, dans certains cas, la réaction 
inflammatoire n'envahit que le tissu sous-cutané sans affecter le tissu mammaire (abcès sous 
cutané, repoussant le tissu mammaire). Il apparaît donc intéressant de réaliser des coupes 
sagittales pour localiser précisément le site de recrutement des cellules immunitaires et 
s'assurer que l'infection provoquée touche bien le tissu mammaire et non les tissus 
avoisinants. L’observation de coupes sagittales permet, par ailleurs, d’observer le tissu 
mammaire « in situ » c'est-à-dire en respectant les rapports anatomiques avec les tissus 
voisins : le tissu mammaire est étudié entre les plans cutanés superficiels et les plans 
musculaires profonds. Cependant, les variations observées, peuvent rendre l'interprétation des 
résultats difficiles. Si l'observation ou non de modifications histologiques dépend de la coupe, 
il devient difficile de se fier aux résultats obtenus. Les conclusions tirées de l'étude 
histologique semblant dépendre directement des coupes analysées. Ces coupes étant choisies 
de façon aléatoire, il paraît difficile de considérer ce modèle comme reproductible et fiable. 
Cette observation remet en cause la reproductibilité et la fiabilité d'un tel protocole. Si le 
choix des coupes sagittales au sein d'une même mamelle influence les résultats observés, il 
semble difficile de se fier aux conclusions apportées. 
 
c) Défaut d'inoculation : présence d'abcès sous cutané sans atteinte du 
tissu mammaire 
  
 Les résultats et l'observation des coupes histologiques dans le plan sagittal révèlent 
que dans certains cas, l'inoculum n'a pas atteint le tissu mammaire. Ainsi, pour plusieurs 
souris, et quelques soit leur lignée, on décrit des abcès sous-cutanés qui repoussent le tissu 
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mammaire sans l'envahir. Il semble dans ce cas, que l'inoculation n'ait pas été optimale 
puisque les bactéries n'ont pas été libérées dans le tissu mammaire mais dans le tissu sous-
cutané. Avec la technique utilisée, le tissu mammaire est maintenu sous pression avec une 
pince stérile lors de l'introduction de l'aiguille dans le trayon. Cette mise sous tension du tissu 
mammaire est indispensable pour éviter que l'aiguille ne le repousse et pour permettre la 
libération de l'inoculum en intra-mammaire et non en sous-cutané. Vient alors la question de 
la taille de l'aiguille. D'une part, il a fallu choisir une aiguille suffisamment fine pour pouvoir 
l'introduire dans le trayon en évitant au maximum une action délabrante et des dommages 
tissulaires importants pour le conduit lactifère. D'autre part, la longueur de l'aiguille a été 
choisie en fonction de l'estimation de la profondeur à laquelle se trouve le tissu mammaire de 
la souris. Pour notre étude, nous avons utilisé des aiguilles 27G hypodermiques. Leur 
diamètre permet de les introduire dans le trayon sans causer trop de dommages tissulaires. 
Leur longueur semble adaptée pour atteindre le tissu mammaire lorsque celui-ci est 
correctement maintenu sous pression au moment de l'injection. La technique d'infection intra-
mammaire utilisée dans cette étude est identique à celle décrite dans la littérature et adoptée 
depuis plusieurs années [Chandler, 1970]. Cette technique semble cependant générer des 
résultats aléatoires puisque l'inoculum peut ne pas être libéré dans le tissu mammaire mais 
dans les couches histologiques sus-jacentes comme le tissu sous-cutané. La mise en place d'un 
protocole d'infection intra-mammaire, fiable et reproductible, impose que la technique 
d'inoculation de la bactérie soit sûre et non soumise aux aléas techniques (non liée aux 
qualités techniques de l'opérateur, par exemple).  
 
Afin d'être certain d'atteindre le tissu mammaire lors de l'injection de l'inoculum, on 
pourrait envisager d'utiliser une autre technique d'infection. L'idée serait de travailler sous 
loupe binoculaire, la souris anesthésiée serait placée en décubitus dorsal, les quatre membres 
sous tension. On pratiquerait une petite incision au niveau du trayon afin de dégager 
légèrement le tissu mammaire des tissus cutané et sous cutané. Le volume d'inoculum 
bactérien (50 µL à 5.107 bactéries/mL) serait alors déposé directement en contact avec le tissu 
mammaire, idéalement dans la citerne. On pourrait envisager de suturer la petite incision ainsi 
pratiquée ou de la laisser à l’air libre. Les souris seraient surveillées jusqu'à leur réveil et les 
petits séparés de leur mère afin qu'ils ne puissent pas téter la mamelle infectée. Cette 
technique semble intéressante puisque l'opérateur est alors sûr d'avoir infecté le tissu 
mammaire. Pour les mamelles témoins, on aurait le choix de ne rien pratiquer ou de réaliser le 
même protocole mais en déposant 50 µL de sérum physiologique. On peut cependant se 
demander si l'inflammation créée par la seule incision ne serait pas alors confondue avec 
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l'inflammation liée à la présence du Staphylococcus aureus. Les analyses histologiques faites 
à partir de mamelles ainsi infectées pourraient révéler des mammites nettement plus 
importantes que lorsque les mammites sont induites par injection dans le trayon. 
L'interprétation des résultats pourrait se révéler difficile s'il fallait distinguer l'inflammation et 




4) CORRECTIONS ENVISAGEABLES POUR LE PROTOCOLE 
D'INFECTION DES SOURIS EN INTRA-MAMMAIRE 
 
 
 a) Notion de choix du fragment de tissu mammaire à prélever pour les 
comptages et les coupes histologiques 
  
 Dans le but d'établir un protocole fiable pour l'étude histologique du tissu mammaire 
infecté par le Staphylococcus aureus, il semble nécessaire d'introduire la notion de choix du 
morceau de tissu à utiliser. En effet, tout comme pour les comptages, il semble que ce choix 
influence notablement les résultats ultérieurs. Pourrait-on envisager de choisir un fragment de 
tissu mammaire qui apparaît macroscopiquement particulièrement endommagé par l'infection 
? En se basant sur les critères qui ont permis d'établir les scores macroscopiques, on pourrait 
sélectionner des sites particulièrement remaniés par l'invasion par le Staphylococcus aureus. 
On aurait alors, moins de risques d'avoir des comptages bactériens étonnamment bas et les 
résultats de l'étude histologique ne seraient pas directement dépendants du choix de la coupe 
observée. Baser le choix du fragment à analyser sur des critères macroscopiques peut 
toutefois paraître peu fiable. En effet, on sait d'une part ; que les critères de sélection 
macroscopiques sont « opérateurs-dépendants », d'autre part ; étant donnée la petite taille du 
tissu mammaire de la souris, il paraît difficile de faire une sélection précise et fine. 
 
 Peut-on alors envisager de développer d'autres techniques de sélection ? Si l'on 
considère que l'inflammation induite par inoculation en voie intra-mammaire de 
Staphylococcus aureus reste très localisée et circonscrite, du moins dans les premières 24 
heures, quels critères de choix du fragment à prélever peut-on définir ? On pourrait envisager 
de faire les prélèvements sous loupe binoculaire. On conserverait les critères de choix du 
fragment décrits plus haut (hypertrophie, oedème, hémorragie, adhérence aux tissus voisins, 
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décoloration), mais la loupe binoculaire renforcerait la précision de l'opérateur lors de la 
dissection du fragment. On pourrait également envisager de colorer le tissu mammaire. Après 
prélèvement de l'ensemble du tissu mammaire sans sélection, on plongerait le tissu dans un 
colorant spécifique associé à un fixateur tel que le formol à 10% (tamponné à la neutralité). Si 
l'on utilise un colorant capable de fixer spécifiquement les cellules immunitaires (telles que 
les neutrophiles), on peut espérer que celui ci colore exclusivement les sites où une 
inflammation est présente. Sous loupe binoculaire, il serait alors possible de repérer le siège 
de l'inflammation et de la réponse immunitaire. Seuls les fragments ayant fixés le colorant 
seraient mis de côté pour les analyses. Les comptages bactériens et les coupes histologiques 
seraient alors réalisés sur un tissu pathologique. En restant sur la même idée d'un colorant 
spécifique, les molécules ou cellules ciblées par celui-ci pourraient être les bactéries elles-
mêmes ou encore des facteurs solubles de l'inflammation telle que l'interleukine IL-2 
(particulièrement présente dans le tissu mammaire). Autres que des détections 
colorimétriques, on pourrait également envisager d'utiliser des techniques d'immuno-
marquage pour repérer le site de la réponse immunitaire et réaliser ainsi les comptages 
bactériens et les coupes histologiques dans un tissu pathologique. 
 
 Afin de délimiter un fragment de tissu mammaire précis à prélever pour chaque souris 
infectée, on pourrait définir un cube centré autour du trayon qui servirait à la fois pour les 
comptages et les coupes histologiques. Ainsi, pour chaque souris infectée, on pourrait tout 
d'abord, raser délicatement une zone assez large autour de la mamelle infectée. Par la suite, un 
carré serait dessiné sur la peau de la souris, il aurait pour centre le trayon de la mamelle 
infectée. Le choix de la taille du côté de ce carré est difficile. Etant donnés la taille du tissu 
mammaire et le fait que l'inflammation semble bien circonscrites (d'après les observations 
histologiques et la variabilité des résultats selon la coupe choisie pour une même mamelle), 


















[AB] = 0,6 cm 
O = Trayon de la mamelle infectée 
 
Figure 86 : Représentation schématique du carré à dessiner sur la peau de la souris avant le prélèvement du tissu 
mammaire. 
 
 Le dessin de ce carré permettrait de définir le fragment à prélever. Celui-ci serait alors 









[AB] = 0,6 cm 
M = Trayon de la mamelle infectée 
 
Figure 87 : Représentation schématique du cube définissant le fragment de tissu mammaire à prélever. 
 
 Ainsi pour toutes les souris infectées, le prélèvement serait effectué au même endroit 
par rapport au site d'infection. Le fragment prélevé serait un cube de 0,6 cm d'arête défini par 
le dessin du carré centré sur le trayon. Il serait utilisé pour réaliser les comptages bactériens et 
les coupes histologiques selon les protocoles de notre étude, décrits plus haut (SECTION 1 : 






b) Pré-définition et choix des coupes histologiques à observer pour chaque 
mamelle 
 
 Afin de contrer le caractère aléatoire de l'observation de modifications pathologiques 
ou non sur les coupes histologiques d'une même mamelle, on pourrait envisager de définir à 
l'avance les coupes à observer. Ainsi, le fragment prélevé serait idéalement un petit cube de 
tissu de 0,6 cm d'arête. Celui-ci subirait les mêmes étapes de préparation que celles décrites 
plus haut (SECTION 1 : MATERIEL ET METHODES) jusqu'à l'obtention d'un bloc de 
paraffine froid dans lequel le tissu est inclus. A partir de là, on pourrait choisir d'observer 
uniquement certaines coupes. On pourrait, par exemple, observer trois coupes sagittales 
définies comme suit : 
 
• Première coupe C1 : il s'agirait de la coupe la plus externe par rapport au tissu 
mammaire. Elle permettrait de s'assurer que seul le tissu mammaire a été infecté en 
vérifiant l'intégrité des tissus avoisinants. 
 
• Deuxième coupe C2 : il s'agirait d'une coupe dans le tissu mammaire mais ne 
passant ni par le trayon ni par le canal lactifère. Elle permettrait d'observer le tissu 
mammaire proche du lieu d'inoculation pour évaluer la diffusion de la bactérie et la 
répartition de l'inflammation. 
 
• Troisième coupe C3 : il s'agirait d'une coupe passant idéalement par le trayon, la 
citerne et le canal lactifère. Elle permettrait d'évaluer la répartition de 


























Figure 88 : Exemple d'une coupe C3 permettant de visualiser le trayon et la citerne, mamelle M4D Témoin de la souris DBA-121008-2, coupe histologique HE x 40.
Trayon 

























Figure 89 : Exemple d'une coupe C2 permettant de visualiser le tissu mammaire, mamelle M4G Infectée de la souris B6-121002-1, coupe histologique HE x 40.




Cette technique nécessiterait de localiser les différentes coupes C1, C2 et C3, lors de 
l’étape de recoupe du fragment de tissu mammaire prélevé. Ainsi, après les 24 heures de 
fixation dans le formol à 10% (tamponné à la neutralité), les lambeaux recoupés seraient 
orientés de la façon suivante : 
 
• Lambeaux 1 et 6 : extérieur de la lésion, lambeaux les plus externes par rapport 
au tissu mammaire permettant de réaliser les coupes C1. 
• Lambeaux 2 et 5 : marges de la lésion, lambeaux dans le tissu mammaire autour 
du trayon, permettant de réaliser les coupes C2. 
• Lambeaux 3 : centre de la lésion, lambeaux centrés sur le trayon, permettant de 




Figure 90 : Exemple de recoupe du fragment de tissu mammaire prélevé, les différents lambeaux sont définis 
selon leur localisation par rapport au trayon [Planat 2013]. 
 
 
 c) Nécessité de l'introduction d'une étude cinétique 
 
 Toujours dans le cadre de la validation d'un protocole d'infections intra-mammaire 
expérimentales chez la souris, on peut s'intéresser à l'apport d'une étude cinétique. En effet on 
peut supposer que la nature et le nombre des cellules immunitaires observées dépend du 
moment auquel les souris sont sacrifiées. Au delà des effecteurs cellulaires de l'immunité, on 
peut aussi s'intéresser aux effecteurs solubles. Leur expression est soumise à une cinétique 
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bien précise : en fonction du temps, certains gènes codant pour les molécules de 
l'inflammation telles que les interleukines sont activés ou inhibés [Günther, 2011]. Cette 
expression différentielle en fonction du temps induit un recrutement cellulaire différent. Ainsi 
les observations concernant le recrutement des cellules immunitaires dépendent du moment 
auquel les souris sont sacrifiées et donc du temps écoulé entre l'infection et le prélèvement du 
tissu mammaire. Cette chronologie du recrutement des cellules immunitaires a été étudiée à 
de nombreuses reprises. On peut citer les travaux d’Anderson et Chandler [Anderson, 1975]. 
Dans ces études, les souris recevaient 0,1 mL d'inoculum à 3.1011 CFU/mL en voie intra-
mammaire. Une chronologie des modifications histologiques et du recrutement des cellules 
immunitaires a été établie : 
 
• + 6 heures : Des bactéries et des neutrophiles sont présents dans le tissu 
mammaire, une majorité de neutrophiles a internalisé des Staphylocoques. 
L'épithélium sécrétoire perd son activité mais ne montre pas d'images compatibles 
avec une dégénérescence cellulaire. 
 
• +12 heures : L'infiltration neutrophilique est massive, la grande majorité des PNN  
à  internalisé des bactéries et certains montrent des signes de dégénérescence 
(membranes plasmique indistincte, noyau pycnotique). On observe de plus un 
certain nombre de bactéries libres et vivantes dans le tissu mammaire. Les cellules 
épithéliales se vacuolisent, la majorité conserve un aspect normal. 
 
• + 18 heures : La toxine hémolysine Alpha est détectée et cette observation est à 
relier avec la présence de nombreux neutrophiles en dégénérescence et de bactéries 
libres dans la lumière des alvéoles. Par ailleurs l'épithélium mammaire est 
largement remanié. Les cellules épithéliales sont basophiles, les membranes des 
mitochondries, des vésicules de sécrétion et du réticulum endoplasmique 
granuleux sont endommagées. Leurs noyaux sont pycnotiques, et des images de 
nécrose précoces sont visibles. 
 
• + 24 heures : Le tissu mammaire montre une nécrose, les Staphylocoques sont 
majoritairement libres dans la lumière des alvéoles. De nombreux débris 
cellulaires sont visibles, les neutrophiles sont en voie de dégénérescence. Les 
cellules épithéliales ont perdu toute activité de sécrétion. 
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 Il apparaît donc nécessaire d'établir une chronologie des événements. On pourrait par 
exemple, imaginer sacrifier un groupe de 5 à 7 souris par temps post-inoculation. En se fiant 
aux données apportées par la littérature, on pourrait choisir de sacrifier les souris à + 6 heures, 
+ 12 heures, + 18 heures, + 24 heures, + 36 heures et + 48 heures. On aurait ainsi une idée 
précise de la nature et du nombre des cellules immunitaires recrutée en fonction du temps. De 
même les modifications histologiques pourraient être décrites au cours du temps. 
 
 d) Possibilité d'une étude in vitro sur des cellules épithéliales mammaires 
 
 L'idée et la nécessité d'une étude cinétique posent le problème du grand nombre de 
souris à sacrifier pour réaliser ce travail. En effet, afin que l'étude cinétique soit conclusive, il 
faudrait sacrifier, au minimum 5 à 7 souris par temps post-inoculation (à + 6 heures, à + 12 
heures …). Ceci représente un grand nombre de souris. Etant données les difficultés 
techniques et financières qu'une telle étude pourrait poser, on peut légitimement se tourner 
vers des études in vitro. 
 
 Des protocoles d'isolement et de culture de cellules épithéliales mammaires ont déjà 
été utilisés chez la vache. Ainsi, plusieurs travaux ont établis des protocoles de prélèvement et 
de culture de ces cellules [Wellnitz, 2004], [Okada, 1996], [Okada, 1997] et [Pareek, 2005]. 
En s'inspirant de ces études, on pourrait imaginer d’utiliser un protocole similaire chez la 
souris. 
 
 Après la mise-bas, dans les premiers jours de lactation, on pourrait collecter du tissu 
mammaire de souris en lactation. Selon les études réalisées sur des cellules épithéliales 
provenant de vaches en lactation, un traitement enzymatique est nécessaire afin d'obtenir des 
cellules épithéliales purifiées [Okada, 1996]. Parmi ces enzymes, se trouvent notamment des 
collagénases [Pareek, 2005]. Par la suite les cellules épithéliales sont mises en culture sur un 
substrat spécifique afin de favoriser leur maintien. Le substrat décrit pour les cellules 
épithéliales bovines est, par exemple, enrichi en insuline, en transferrine et en sélénite de 
sodium [Pareek, 2005]. Les cellules épithéliales peuvent être conservées par cryopréservation 
ou utilisées d'emblée pour les infections expérimentales. 
 
 De même, des protocoles de culture de cellules mammaires ont été mis en place chez 
l'Homme [Stampfer, 1980]. Ces cultures cellulaires in vitro permettent en effet d'étudier le 
tissu mammaire, sa physiologie et ses éventuelles évolutions pathologiques. La difficulté est 
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d'obtenir des cultures de cellules épithéliales mammaires « pures », c'est à dire isolées des 
autres éléments qui composent le tissu mammaire. Par ailleurs, les cellules épithéliales 
mammaires humaines montrent un faible potentiel de division et de croissance après la mise 
en culture. Pour les études in vitro chez la souris, on pourrait s'inspirer du protocole mis en 
place pour les cellules épithéliales mammaires humaines [Stampfer, 1980]. Ainsi, le tissu 
mammaire humain prélevé est placé dans un milieu de culture bien spécifique. Il s'agit d'un 
milieu DPBS, supplémenté à 10% en sérum de veau fœtal. Ce milieu est par ailleurs enrichi 
comme suit [Stampfer, 1980] : 
 
• 4,5 g/L de glucose 
• 100 U/mL de pénicilline (antibiotique de la famille des bétalactamines) 
• 100 µg/mL de streptomycine (antibiotique de la famille des aminosides) 
• 5 µg/mL de fungizone (antifongique) 
• 50 U/mL de polymyxine B (antibiotique de la famille des polypeptides) 
 
 Dans ce milieu de culture, le tissu mammaire peut être conservé pendant 72 heures à 
4°C sans connaître d'altérations. Par la suite, le tissu doit subir une digestion enzymatique afin 
que les cellules épithéliales soient isolées des autres composants du tissu mammaire. Deux 
digestions enzymatiques successives sont réalisées [Stampfer, 1980] : les enzymes utilisées 
sont des collagénases et des hyaluronidases. La première digestion enzymatique est réalisée 
pendant 12 heures à 37°C sous agitation. Ensuite, de nouvelles enzymes sont rajoutées au 
milieu et un nouveau cycle de digestion est réalisé. Après cette seconde digestion, le tissu 
mammaire est filtré (filtre dont les pores mesurent 95 µm de diamètre) et le filtrat obtenu est 
placé dans un milieu de culture (DPBS + 10% Diméthylsulfoxide + 15% Sérum de Veau 
Foetal) et conservé à -70°C. D'après ces travaux, la culture de cellules épithéliales mammaires 
ainsi obtenue permet de conserver une activité de division et de croissance cellulaire. Ces 
cultures sont utilisées pour différentes études telles que la réponse du tissu mammaire à la 
stimulation par différentes hormones ou différents pathogènes. 
 
 Enfin, chez la souris, de nombreux travaux ont déjà été réalisés sur des cultures de 
cellules épithéliales mammaires. Les difficultés rencontrées sont similaires à celles décrites 
pour les cultures de cellules humaines ou bovines : une fois isolées et mises en culture, les 
cellules épithéliales mammaires perdent leur capacité de division et de différenciation. De 
nombreux protocoles ont été proposés pour réaliser des cultures dans un milieu permettant la 
croissance des cellules et mimant au mieux les conditions in vivo. Certains protocoles 
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utilisent des trames de collagène comme matrice du milieu de culture des cellules épithéliales 
isolées [Emerman, 1977]. 
 
 En s'inspirant des différents protocoles existants, on pourrait obtenir des cultures de 
cellules épithéliales mammaires de souris. In vitro, on pourrait alors mettre au contact de ces 
cellules épithéliales, une charge bactérienne donnée et suivre au cours du temps l'évolution du 
tissu mammaire. Afin de tester l'efficacité des différentes cellules immunitaires on pourrait 
introduire des neutrophiles, des macrophages ou des lymphocytes dans le milieu de culture 
des cellules épithéliales après l'ajout des bactéries. Idéalement, on obtiendrait un suivi de 
l'évolution du tissu mammaire et une description de l'efficacité de chaque catégorie de cellules 
immunitaires. Enfin, on sait que les cellules épithéliales jouent un rôle dans l'immunité de la 
mamelle. On pourrait détecter l'expression préférentielle de certains gènes ou la libération 
dans le milieu de molécules immunomodulatrices comme les interleukines (par des 


























Notre étude nous a permis de douter de l'existence d'une éventuelle différence de 
sensibilité entre les deux lignées de souris utilisées. Elle ne nous a, à ce jour, pas permis de 
conclure à une différence de sensibilité. Par ailleurs, elle permet de nuancer les conclusions 
tirées des infections expérimentales en voie intra-mammaire chez la souris. 
 
 Dans un premier temps, notre étude permet de conclure à une absence de différence de 
sensibilité entre les deux lignées de souris. En effet, les comptages bactériens n'ont pas montré 
de différence significative entre les souris de la lignée DBA/2 et celles de la lignée C57B1/6J. 
Par ailleurs, l'étude histologique nous a tout d'abord permis de décrire les modifications 
observées 24 heures après l'infection par le Staphylococcus aureus. Ces modifications sont de 
même nature pour les deux lignées de souris. Puis, c'est le type de réaction inflammatoire et le 
recrutement des cellules immunitaires qui ont été analysés. La réponse immunitaire mis en 
place 24 heures après l'inoculation des bactéries est sensiblement identique pour les deux 
lignées de souris. 
 
 Dans un second temps, le protocole d'infection et de prélèvement a été remis en 
question et certaines sources d'erreurs ont été identifiées. Cette analyse avait pour but de 
proposer d'éventuelles  corrections qui sont décrites dans la discussion. L'idée était de 
permettre une amélioration de la fiabilité et de la reproductibilité de cette technique 
d'infection des souris par voie intra-mammaire. Ce protocole pourrait servir, à terme, pour 
d’autres travaux visant à comparer la sensibilité de deux lignées de souris aux infections à 
Staphylococcus aureus en voie intra-mammaire. 
 
 Cette étude nécessite clairement d'être poursuivie ou reproduite en appliquant les 
modifications proposées. Afin de prouver une différence de sensibilité aux mammites 
expérimentales au Staphylococcus aureus chez ces deux lignées de souris, une étude cinétique 
serait notamment nécessaire. De même, afin d'expliquer les raisons d'une éventuelle 
différence de sensibilité, des études supplémentaires concernant la nature, la fonction et les 
cinétiques de recrutement des différentes cellules immunitaires semblent nécessaires. 
Envisager de réaliser de telles études in vitro pourrait notamment permettre d'éviter certains 
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TITRE : MISE AU POINT D’UN PROTOCOLE D’INOCULATION INTRA-MAMMAIRE AVEC 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS VISANT A COMPARER LA SENSIBILITE DE DEUX LIGNEES DE 
SOURIS A L’INFECTION 
RESUME : Staphylococcus aureus est à la fois une bactérie commensale des mammifères et un agent pathogène 
responsable de mammites. Pour comprendre les interactions entre le tissu mammaire et la bactérie, un modèle 
d'étude des mammites à Staphylococcus aureus a été développé chez la souris et un protocole d'infection en 
intra-mammaire a été testé. Notre étude a utilisé deux lignées de souris : les lignées DBA/2 et C57B1/6J, 
connues pour leurs sensibilités différentes aux infections à Staphylococcus aureus en voie intra-péritonéale. Le 
but premier était d'étudier une éventuelle différence de sensibilité entre ces deux lignées face aux infections en 
intra-mammaire et de l’expliquer au vu de la nature des cellules immunitaires recrutées. 18 souris DBA/2 et 23 
souris C57B1/6J ont été infectées. Les souris étaient sacrifiées et le tissu mammaire prélevé 24 heures après. Des 
comptages bactériens et des coupes histologiques sagittales étaient réalisés. Cette étude n'a pas permis de 
conclure à une différence de sensibilité des deux lignées face aux infections en intra-mammaire. La 
reproductibilité du protocole a été remise en cause. Des corrections ont été proposées concernant les techniques 
d'infection et de prélèvement.  
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TITLE : DEVELOPMENT OF AN INTRA-MAMMARY STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
INOCULATION PROTOCOL AIMING TO COMPARE THE INFECTION SENSITIVITY OF TWO 
MICE LINES. 
 
RESUME : Staphylococcus aureus is both a commensal bacteria of mammals and a pathogenic agent responsible 
for mastitis. In order to understand interaction between mammary tissues and the bacteria, we have developed a 
model to analyze Staphylococcus aureus mastitis on mice, and an intra-mammary infection protocol has been 
validated. Our study used the two mice lines DBA/2 and C57B1/6J, known for their different sensitivity to intra-
peritoneal infection to Staphylococcus aureus.  Our aim was to investigate a possible sensitivity difference 
between these two lines with regard to intra-mammary infections and to explain it from the nature of the 
involved immunitary cells. 18 DBA/2 and 23 C57B1/6J mice were infected. The mice were then sacrificed and 
the mammary tissue was collected 24 hours later. Bacteria countings and histological sagittal sections were 
performed. The study did not allow to conclude that the two lines have different senstivity with regard to intra-
mammary infection. The reproducibility of the protocol was called into question. We have proposed corrections 
to the infection and collection techniques.  
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